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Der TRPC5-Ionenkanal gehört zur Familie der transienten Rezeptorpotenzial-
Kanäle und wird vorwiegend im Zentralnervensystem exprimiert. Um die Funktions-
weise des Kanals besser zu verstehen, wurden in dieser Arbeit im Rahmen eines 
Wirkstoffscreenings die folgenden Verbindungen als neue Ionenkanalmodulatoren 
identifiziert und charakterisiert:  
Mit einer EC50 um 9 µM aktiviert das Glucocorticoid Methylprednisolon den TRPC5-
Kanal. Seine, für den Konzentrationsbereich gute TRPC5-Selektivität und die 
Erfahrung aus jahrzehntelanger Anwendung in der Medizin machen es zu einer 
vielversprechenden Verbindung.  
Das Benzothiadiazin-Derivat BTD ist mit einer EC50 von 1,3 µM nach Englerin A 
derzeit die Verbindung mit der zweithöchsten Potenz. BTD kennzeichnet eine hohe 
Selektivität und eine ausgeprägte Subtypspezifizität, denn der nächstverwandte 
TRPC4-Kanal reagiert nicht auf BTD-Stimulation. Gleichzeitig aktiviert BTD sämtliche 
heteromere Kanalkomplexe mit TRPC5-Beteiligung. In elektrophysiologischen 
Versuchen an Zellen mit endogener TRPC5-Expression löste eine BTD-Stimulation 
TRPC5-ähnliche Ströme aus. 
Durch Struktur-Wirkungsbeziehungen in Verbindung mit den Hits des Primär-
screenings wurden Verbindungen mit Adamantan Grundstruktur als weitere TRPC5-
Modulatoren identifiziert. Diese zeigen ein bimodales Verhalten, da sie TRPC5-Kanäle 
in nanomolarer Konzentration aktivieren, in mikromolarer Konzentration jedoch 
inhibieren können. Dem strukturverwandten Anti-Parkinsonmedikament Amantadin 
konnte ebenfalls eine TRPC5-aktivierende Wirkung nachgewiesen werden.  
In Summe konnte der pharmakologische Werkzeugkasten zur TRPC5-Modulation 
durch die in dieser Arbeit vorgestellten Verbindungen um zahlreiche Grundstrukturen 
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[Ca2+]i intrazelluläre Ca2+-konzentration 
2-APB 2-Aminoethoxydiphenylborat (Aktivator von TRPV-Kanälen und unspezifischer TRPC-
Inhibitor) 
 
AM Acetoxymethylester (ermöglicht Membranpermeabilität der Ca2+-Indikatoren Fluo-4 und 
Fura-2) 
Ama Amantadin (Adamantan-Derivat, eingesetzt bei Parkinson) 
 
BTD ein Benzothiadiazinderivat (neu identifizierter TRPC5-Aktivator) 
 
CA Ammonshorn (Cornu ammonis), Teil des Hippocampus 
Caps Capsaicin (TRPV1-Aktivator) 
CaM Calmodulin, Ca2+-bindendes, regulatorisches Protein 
CaMB Calmodulin-Bindestelle 
CIRB Calmodulin und IP3-Rezeptor Bindestelle 
Clem Clemizol (TRPC5-Inhibitor) 
CRAC Ca2+-Kanal (Ca2+ release-activated Ca2+ channel), bestehend aus STIM1 und Orai 
C-Terminus Carboxy-Terminus 
 
DAG Diacylglycerol (endogener TRPC-Aktivator) 
DMSO Dimethylsulfoxid 
 
EA Englerin A (unselektiver TRPC4/TRPC5-Aktivator) 
EC50 halbmaximale Effektivkonzentraion 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure  
ER Endoplasmatisches Retikulum 
 
FLIPR fluorescence imaging plate reader 
FKS fetales Kälberserum 
 
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor (G-protein-coupled receptor) 
 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (Puffersubstanz) 
HBS HEPES-gepufferte Salzlösung (HEPES buffered saline) 
HEK293 immortalisierte menschliche embryonale Nierenzelllinie (human embryonic kindney) 
HEKTRPC4  stabil TRPC4-Kanäle exprimierende HEK293-Zelllinie 
HEKTRPC5  stabil TRPC5-Kanäle exprimierende HEK293-Zelllinie 
 













NHERF Regulatorprotein des Na+/H+ Antiporter 3 
(Na+/H+ exchanger regulatory factor) 
NTERA2 Teratomzelllinie mit endogener TRPC5-Kanalexpression 
N-Terminus Amino-Terminus 
 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 
PDZ Proteindomäne zur Interaktion 
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
PKC Proteinkinase C 
PLC Phospholipase C 
PLL Poly-L-Lysin 
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat (DAG-Analogon) 
Pred Prednisolon 
 
qPCR quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion  
(real-time quantitative polymerase chain reaction) 
 
RI Gleichrichtungsindex (rectification index), Quotient aus ein- und auswärtsgleichrichteten 
Strömen bei elektrophysiologischen Messungen 




SD Standardabweichung (standard deviation) 
SEM Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean) 
SERCA Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase 
SESTD1 SEC14 und Spektrin Domäne 1 
STIM1 Stromales Interaktionsmolekül 1, Untereinheit des CRAC-Kanals im ER 
 
TM Transmembransegment 
TRP transientes Rezeptorpotenzial 
TRPC5-KO genetischer TRPC5-Kanal-knock-out  
 
U87 Glioblastomzelllinie mit endogener TRPC5-Kanalexpression 








Der TRPC5-Ionenkanal gehört zu der 28 Mitglieder umfassenden Familie der 
transienten Rezeptorpotenzial-(TRP)-Kanäle. Sie wurden erstmalig in einem mutierten 
Stamm der Fruchtfliege Drosophila melanogaster identifiziert und sind nach heutigem 
Wissenstand an einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen Vorgängen 
beteiligt. Allen Ionenkanälen dieser Familie gemein ist ihr tetramerer Aufbau aus vier 
Untereinheiten, wobei jede Untereinheit durch sechs Transmembransegmente mit 
intrazellulärem C- und N-Terminus gekennzeichnet ist. Zwischen dem fünften und 
sechsten Transmembransegment befindet sich der Selektivitätsfilter, der je nach TRP-
Kanal eine unselektive, teilselektive, di- oder monovalent-selektive Permeation von 
Kationen bedingt. Aufgrund ihrer Sequenzhomologie können TRP-Kanäle in sieben 
Unterfamilien unterteilt werden. In gewissen Grenzen können Untereinheiten 
verschiedener Isoformen einer Unterfamilie heteromer zusammengesetzte, 
funktionale Kanalkomplexe bilden, was den TRP-Kanälen ein zusätzliches 
Komplexitätslevel verleiht.  
Die Unterfamilie der kanonischen oder klassischen TRP-Kanäle (TRPC; c = 
classic), zu denen auch TRPC5 gehört, weist die höchste Sequenzähnlichkeit zum 
Drosophila-TRP-Kanal auf. Über die Mitglieder der TRPC-Familie ist insgesamt noch 
recht wenig bekannt. Der TRPC5-Kanal ist jedoch in mehrfacher Hinsicht besonders. 
Zum einen ist er der einzige TRP-Kanal, dessen Gen auf einem Gonosom (X-
chromosomal) lokalisiert ist. Zum anderen kommt er vorwiegend im Zentral-
nervensystem zur Expression. Seine Abundanz ist im Hippocampus und der Amygdala 
am höchsten. Von daher wird der TRPC5-Kanal vorrangig in Bezug auf 
Gedächtnisleistungen und Regulation Affekt-assoziierter Verhaltensweisen 
untersucht. So wurde unter anderem publiziert, dass TRPC5-Kanäle bei angeborenem 
Angstverhalten von Bedeutung sind. Es mehren sich jedoch Befunde, die auf eine 
Beteiligung von TRPC5 an der Fortpflanzung, der Motorkoordination und an der 
Pathologie einiger Krebsarten hindeuten. Um die Funktionsweise des Kanals genauer 
zu untersuchen, fehlte es bislang jedoch an einsatzfähigen, niedermolekularen 
Verbindungen zur gezielten Modulation des Ionenkanals. Um diesem Bedarf gerecht 
zu werden, wurden im Rahmen dieser Arbeit neue, spezifische Ionenkanal-
modulatoren charakterisiert, validiert und ihre Einsatzfähigkeit in in vitro-Zellmodellen 
eruiert.  
Das synthetische Glucocorticoid Methylprednisolon war bereits in einer früheren 
Studie als potenzieller TRPC5-Modulator angeregt worden. Im Rahmen dieser Arbeit 
erfolgte die Validierung als TRPC5-Aktivator mit einer halbmaximalen Effektiv-
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konzentration (EC50) um 9 µM. Somit war Methylprednisolon zum damaligen Zeitpunkt 
nur etwa Faktor zwei weniger potent als Riluzol, seinerzeit der Goldstandard der 
TRPC5-Aktivatoren. Im Vergleich zum Riluzol aktiviert Methylprednisolon die TRPC5-
Kanäle in einer Zelllinie mit heterologer Kanalüberexpression jedoch robuster und 
geringfügig effektiver als Riluzol, sowohl in fluorometrischen Ca2+-Versuchen, als auch 
in elektrophysiologischen Ableitungen. In weiterführenden Versuchen zeigte 
Methylprednisolon ein gutes Selektivitätsprofil, da es kaum mit anderen TRP-Kanälen 
wechselwirkt. Dank vergleichender Struktur-Wirkungsversuche mit dem 
unmethylierten Prednisolon wurden zudem erste Indizien für eine direkte Interaktion 
von Methylprednisolon mit dem TRPC5-Kanal aufgezeigt.  
Ein nicht zu unterschätzender Vorteil von Methylprednisolon ist die Tatsache, dass 
es seit Jahrzehnten in der Medizin erfolgreich angewendet wird und zahllose Studien 
über Wirkungen und Nebenwirkungen existieren. Das macht Methylprednisolon für 
den Einsatz in der TRPC5-Forschung interessant. Zusammen mit den oben genannten 
Befunden rechtfertigte Methylprednisolon den Einsatz als zuverlässige Positivkontrolle 
für ein akademisches Wirkstoffscreening. Dabei wurden knapp 17000 verschiedene 
chemische Grundstrukturen einer ChemBioNet-Substanzbibliothek auf neue TRPC5-
Modulatoren untersucht. Bei der Auswertung der Daten konnten 40 neuartige 
Kanalmodulatoren identifiziert werden, die sich hälftig auf Kanalaktivatoren und -
inhibitoren aufteilten. Die häufigsten Motive waren Purin- und Pyrimidinderivate, sowie 
Verbindungen mit Adamantanseitenketten. Die vielversprechendsten Strukturen 
wurden in der Folge einer weiterführenden Charakterisierung unterzogen, aus der die 
folgenden Verbindungen hervorgegangen sind. 
Das Benzothiadiazin-Derivat BTD zeigte mit einer EC50 von 1,3 µM eine um Faktor 
vier höhere Potenz als Riluzol, bei gleichzeitig deutlich besserer Effektivität. Die 
Stimulation von TRPC5-exprimierenden Zellen mit BTD löste in fluorometrischen Ca2+-
Analysen einen Ca2+-Einstrom aus und in elektrophysiologischen Ableitungen TRPC5-
ähnliche Ströme, die stets stärker ausfielen als nach Riluzol-Stimulation. Zudem waren 
die BTD-induzierten Signale durch alle gängigen TRPC5-Inhibitoren blockierbar. 
PKCε-Translokationsversuche zeigten, dass BTD seine Wirkung nicht über eine PLC-
Aktivierung mit anschließender PIP2-Degradation entfaltet. In Verbindung mit 
Einzelkanalmessungen an isolierten TRPC5-Kanälen in inside-out-patches legten die 
Befunde vielmehr nahe, dass BTD direkt am Kanal wirkt. Dabei wurde deutlich, dass 
BTD sowohl die Offenzeit, als auch die Offenwahrscheinlichkeit des TRPC5-Kanals 
erhöht, ohne dessen Leitfähigkeit zu verändern. In Summe dieser Ergebnisse kann 
angenommen werden, dass BTD direkt mit dem TRPC5-Kanal interagiert.  
Ein weiteres Kennzeichen von BTD ist seine ausgeprägte Subtypspezifizität. Viele 
Aktivatoren, darunter auch der „Superaktivator“ Englerin A diskriminieren nicht 
zwischen TRPC5-Kanälen und den nächstverwandten TRPC4-Kanälen. Auf BTD-
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Stimulation zeigten TRPC4-exprimierende Zellen hingegen keine Reaktion. Das ist 
von besonderer Bedeutung, da die Strom-Spannungskennlinien beider Kanäle sehr 
ähnlich, und die Expressionsgebiete überlappend sind. Auch weiter entfernt verwandte 
TRP-Kanäle reagierten nicht oder nur schwach auf BTD. Bei der Analyse heteromerer 
Kanalkomplexe zeigte sich ein weiterer Vorteil: Innerhalb der TRPC-Familie können 
TRPC5, TRPC1 und TRPC4 untereinander funktionale, heteromere Ionenkanäle 
bilden. Durch BTD ließen sich jedoch nur solche mit TRPC5-Beteiligung aktivieren. Auf 
diese Weise können TRPC1:TRPC5 von TRPC1:TRPC4-Heteromeren unterschieden 
werden, obwohl beide eine nahezu identische Strom-Spannungskennlinie aufweisen. 
Zum anderen gelang mit BTD der womöglich erste pharmakologische Nachweis des 
TRPC4:TRPC5-Heteromers, welches bislang nur durch FRET-Messungen und Co-
Immunopräzipitation gezeigt werden konnte.  
Um die Wirkung von BTD auf Zellen mit endogener TRPC5-Expression zu 
untersuchen, wurden die zwei Krebszelllinien U87 und NTERA2 ausgewählt, welche 
humanen Ursprungs sind. Die endogene Expression von TRPC1, TRPC4 und TRPC5 
wurde vor Versuchsbeginn über eine real-time quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
(qPCR) abgesichert. Anschließend zeigten sich in elektrophysiologischen Messungen 
an beiden Zelllinien in Folge einer BTD-Stimulation TRPC1:TRPC5-ähnliche Ströme. 
Auch in fluorometrischen Ca2+-Versuchen führte BTD in diesen Zellen zu einem Ca2+-
Einstrom, der zumindest partiell reversibel und durch den TRPC5-Inhibitor Clemizol 
blockierbar war. Da zur Stimulation relativ hohe Konzentrationen an BTD nötig waren, 
zeigte ein Vergleich von humanem und murinem TRPC5-Kanal, dass BTD für den 
Nager-TRPC5 eine gewisse Spezifität zeigt und diesen mit höherer Potenz aktiviert. In 
der Folge wurden Hippocampusneurone aus Rattenembryonen gewonnen, in welchen 
durch BTD-Stimulation wiederum TRPC5-ähnliche Ströme auslösbar waren. 
Zusammengenommen ist BTD in der Lage, endogen exprimierte TRPC5-Kanäle zu 
aktivieren. 
Struktur-Wirkungsbeziehungen von BTD und BTD-Derivaten offenbarten die 
Bedeutung einzelner Seitengruppen für die TRPC5-Aktivierung, darunter die der 
Adamantangruppe. Da sich unter den identifizierten Verbindungen des Wirkstoff-
screenings weitere Adamantanstrukturen befanden, die jedoch vornehmlich 
inhibitorisch wirkten, wurde dieser Stoffklasse genauer untersucht. Insbesondere die 
Adamantane B2 und B3 zeigten in niedrig mikromolarer Konzentration zuverlässig 
inhibitorische Wirkung auf TRPC5-Kanäle. Dabei konnten sie diverse 
Aktivierungsmodi hemmen, darunter die Kanalaktivatoren BTD, Methylprednisolon, H+ 
und in geringem Umfang Englerin A. Insbesondere die Beziehung von BTD zu B2/B3 
war interessant. Aufgrund des widersprüchlichen Verhaltens der Adamantan-
seitengruppe wurde eine Schild-Analyse durchgeführt, um zu klären, ob kompetitive 
Effekte vorliegen. Hierbei wurde deutlich, dass B2 und B3 eine bimodale Wirkung auf 
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TRPC5 entfalten. In nanomolarer Konzentration konnten beide Verbindungen TRPC5-
Kanäle aktivieren. Dabei zeigte B2 eine signifikant größere Effektivität. Der scharfe 
Wechsel zwischen maximaler Aktivierung (0,5 µM) und absoluter Inaktivierung 
(3,0 µM) des TRPC5-Kanals durch B2 ermöglicht somit die Feinmodulation von 
TRPC5-Kanälen allein durch minimale Änderungen der Konzentration eines einzigen 
Pharmakons. 
Ermutigt von den Befunden wurden zuletzt drei medizinisch relevante und dem B2 
strukturell ähnliche Adamantanverbindungen auf ihre Wirkung auf TRPC5-Kanäle 
untersucht: Das Parkinsonmedikament Amantadin, das Alzheimer-Medikament 
Memantin und das mittlerweile nicht mehr eingesetzte Grippeschutzmittel Rimantadin. 
Die inhibitorische Wirkung aller drei Verbindungen auf TRPC5 war schwach. Jedoch 
konnten alle drei Wirkstoffe im nanomolaren Bereich TRPC5-Kanäle signifikant 
aktivieren, wobei die Wirkung von Amantadin am stärksten ausfiel. Für eine 
spezifische Wirkung des Amantadin spricht, dass es in elektrophysiologischen 
Messungen TRPC5-ähnliche Ströme auslöste, die durch Auswaschen oder durch die 
Zugabe etablierter TRPC5-Inhibitoren reversibel waren. Wie BTD wirkte Amantadin 
TRPC5-spezifisch und zeigte nur eine geringe Wirkung auf TRPC4- oder andere TRP-
Kanäle. In der Stärke der TRPC5-Aktivierung wirkten B2 und Amantadin etwa halb so 
effektiv wie BTD. Die Fähigkeit des Amantadin zur TRPC5-Modulation könnte 
bedeutsam sein, da der Wirkmechanismus dieses Medikaments in der Parkinson-
Therapie bis heute nicht zweifelsfrei geklärt ist.  
Zusammenfassend stellt diese Arbeit eine Reihe neuer und vielversprechender 
TRPC5-Kanalaktivatoren vor. Sie heben sich in mehrfacher Hinsicht von bisherigen 
Kanalmodulatoren ab; sei es durch ihre bereits langjährig etablierte medizinische 
Anwendung (Methylprednisolon, Amantadin), die als „ready-to-use“ schnell in in vivo-
Experimenten zur Funktionsaufklärung von TRPC5 Verwendung finden könnten; 
durch bemerkenswerte Selektivität und Effektivität (BTD), die vor allem bei der 
Untersuchung des Kanalgatings und der Kanalzusammensetzung nützlich sein 
können; oder durch die Einführung neuer, bisher nicht mit dem TRPC5-Kanal in 
Verbindung stehender, chemischer Grundstrukturen (Adamantane), die eine neue 






The TRPC5 ion channel is one of the 28 members of the transient receptor potential 
(TRP) channel family. TRP channels have initially been identified in a mutant strand of 
the fruit fly Drosophila melanogaster. The mammalian TRP channels are involved in a 
plethora of physiological and pathological processes. All TRP channels share a 
tetrameric structure. They consist of four subunits, where each subunit is comprised of 
six transmembrane helices with intracellular C- and N-termini. A selectivity filter is 
located between the fifth and sixth helix, defining the cation permeability of each TRP 
channel. Due to their sequence homology, TRP channels can be divided into seven 
subfamilies. Members of each subfamily can – within certain limitations – form 
functional heteromeric channel complexes, that are composed of 2-3 isoforms. This 
adds an extra level of complexity to TRP channels. 
The subfamily of canonical or classical TRP channels (TRPC) shares the highest 
sequence similarity to the original Drosophila TRP channel. Yet, relatively few is known 
about the seven TRPC channels. However, TRPC5 protrudes as it is the only TRP 
channel whose gene is located on a sex chromosome. Second, TRPC5 is 
predominantly expressed in the central nervous system, with highest abundance in the 
hippocampus and amygdala. That is why most research focusses on memory and 
emotion control behaviours. For example, TRPC5 is thought to control innate fear 
behaviour. However, a growing body of evidence indicates an important role of TRPC5 
channels in reproduction, motor coordination and in the pathology of certain kinds of 
cancer. To determine the function of this channel in greater detail, drug-like molecules 
that are ready-to-use and able to precisely modulate the channel are urgently needed. 
That is why this work aimed to find novel and specific modulators of the TRPC5 ion 
channel, including their characterization and validation, at best in an in vitro-like 
context. 
The synthetic glucocorticoid methylprednisolone has already been identified as a 
potential TRPC5 channel modulator in a preceding study. Throughout this thesis 
methylprednisolone has been validated as novel TRPC5 channel activator with a half 
maximal effective concentration (EC50) of 9 µM. Back then, methylprednisolone 
became the second best TRPC5 activator available, being half as potent as the former 
“gold standard” riluzole. Moreover, fluorometric Ca2+ assays and electrophysiological 
recordings showed that methylprednisolone activates TRPC5 channels expressed in 
a heterologous expression system more robustly and more effectively than riluzole 
does. Further experiments showed a promising selectivity profile with few interaction 
with other TRP channels. Structure-activity relationships comparing methyl-
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prednisolone with its unmethylated form prednisolone indicate a rather direct 
interaction of the compound with TRPC5 channels. 
One great advantage of methylprednisolone is the fact, that it has been successfully 
used for decades in medicine, with countless studies examining effects and byeffects. 
This makes methylprednisolone a valuable tool in TRPC5 research. Together with the 
aforenamed results methylprednisolone was the ideal choice as positive control in a 
subsequent screening routine of the ChemBioNet compound library. This library 
comprises almost 17000 chemically diverse drug-like structures and was used in 
search for novel TRPC5 modulators. Evaluating the results uncovered 40 novel 
TRPC5 channel modulators, half of them were activators. The most common chemical 
structures were purine and pyrimidine backbones, followed by adamantane structures. 
The most promising of these compounds have been characterized in greater detail. 
The benzothiadiazine derivative BTD activated TRPC5 channels with an EC50 of 
1,3 µM, hence was four times more potent than riluzole and far more effective. 
Stimulating TRPC5-overexpressing cells with BTD in fluorometric Ca2+ assays resulted 
in a Ca2+-influx. In electrophysiological recordings, BTD stimulation elicited TRPC5-
like currents, which were always greater than compared to riluzole treatment. In 
addition BTD-induced effects in these cells could be blocked by all known TRPC5 
inhibitors. Experiments with PKCε translocation showed that BTD does not act via PLC 
activation and PIP2 degradation. Single channel recordings in isolated membrane 
patches indicated a rather direct effect of BTD onto the channel. BTD did prolong the 
mean open time and open probability of the TRPC5 channel but did not seem to 
influence the channel conductance. Taken together BTD may act as direct activator of 
TRPC5 channels. 
A special feature of BTD is its subtype selectivity. Many TRPC5 channel modulators, 
among these the “superactivator” Englerin A, cannot discriminate between TRPC5 and 
its closest relative TRPC4. BTD-stimulation of TRPC4-expressing cells remained 
effectless. This is notable as the current-voltage relationships of both channels are 
quite similar and areas of channel expressions are overlapping. More distantly related 
TRP channels did also show no or negligible reactions upon BTD treatment. Another 
advantage rose in the analysis of channel heteromers. TRPC1, TRPC4 and TRPC5 
can form functional heteromeric channel complexes. Only those which contain at least 
one TRPC5 subunit could be activated by BTD. Thus, BTD enables the discrimination 
of TRPC1:TRPC4 and TRPC1:TRPC5 heteromers. Moreover, using BTD stimulation 
may have given the first pharmacological verification of TRPC4:TRPC5 heteromers, 
whose existence were only shown by FRET and co-immunoprecipitation so far. 
Two human cancer cell lines (U87, NTERA2) with assumed endogenous TRPC5 
expression were chosen to prove the virtue of BTD in an in vitro-like context. Real-time 
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quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was used to verify the expression of 
TRPC1, TRPC4 and TRPC5 channels in these cells before the experiments. In 
electrophysiological recordings, BTD stimulation resulted in TRPC1:TRPC5-like 
currents in both cell lines. In fluorometric Ca2+ assays BTD treatment lead to an 
increase in the intracellular Ca2+ concentration which was in part reversible through 
washout or could be partially blocked by the TRPC5 inhibitor clemizole. However, 
stimulation of TRPC5 channels in these cells required surprisingly high concentrations 
of BTD. Comparing the activity of BTD on TRPC5 channels of human and murine origin 
showed a higher potency to the latter. As a consequence, hippocampal neurons from 
rat embryos are cultured, in which BTD stimulation elicits TRPC5-like currents. In 
conclusion, BTD is able to stimulate endogenously expressed TRPC5 channels. 
Structure-activity relationships of BTD and BTD-derivatives highlighted the 
importance of the adamantane side chain for TRPC5 activation. Among the 
compounds of the initial screening several adamantane structure were identified as 
channel inhibitors. The two compounds B2 and B3 acted as TRPC5 inhibitors in low 
micromolar concentrations, blocking several direct modes of channel activation such 
as BTD, methylprednisolone, H+ and to a lower extent Englerin A. As adamantanes 
seem to act as important part of the activator BTD but also as potential inhibitors, a 
Schild-analysis should show whether competitive mechanisms at the TRPC5 channel 
were involved. As a result, B2 and B3 were identified as bimodal modulators. Besides 
their inhibitory effects they acted as TRPC5 channel activators in nanomolar 
concentrations. Therein B2 was the more effective compound. The switch between 
maximal activation (0,5 µM) and inhibition (3 µM) was sharp, allowing a bimodal 
modulation of the channel by a single drug. 
Encouraged by these results, three more adamatane structures with medicinal 
relevance were selected: the antiparkinsonian drug amantadine, the Alzheimer’s 
medicine memantine and the former influenza vaccine rimantadine. The inhibitory 
potency of all three compounds was low. However, all of them significantly activated 
TRPC5 channels in nanomolar concentrations, with amantadine being the most potent 
and effective. This is likely a specific effect as amantadine elicited TRPC5-like currents 
in electrophysiological recordings which were reversible and sensitive to established 
TRPC5 inhibitors. Like BTD, amantadine did not affect other TRP channels, including 
TRPC4. The TRPC5 activation by both, B2 and amantadine, was half as effective as 
with BTD. The surprising effect of amantadine onto TRPC5 channels may be of interest 
as the mode of action of amantadine in the Parkinson treatment has not yet been 
unequivocally clarified. 
In summary this work presents several novel and promising TRPC5 channel 
activators. They differ from already available channel modulators, either due to long-
lasting experimental an clinical experience (methylprednisolone, amantadine), 
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potentially allowing a quick and “ready-to-use” small molecule for research; due to 
striking selectivity and efficacy (BTD) which may be of beneficial use in research 
focussing on channel gating and heteromer pharmacology; or due to introducing a new 
chemical backbone (adamantane) which may lead to further improvement of already 
existing modulators. Altogether, these compounds enrich the pharmacological toolkit 







1.1 Ca2+ – ein universelles Kommunikationsmittel 
Die Fähigkeit zur Wahrnehmung und Reaktion auf Informationen aus der Umwelt 
ist eine zentrale Eigenschaft des Lebens. Ionenkanäle spielen dabei eine derart 
bedeutende Rolle, dass sie in allen rezenten Organismen nachweisbar sind. 
Entstanden sind sie vermutlich aus einfachen osmoregulativen Membranporen, die 
durch spontane Sequenz-Modifikationen für bestimmte Ionen selektiv wurden 
(Übersichtsartikel: Pohorille et al. 2005). K+-Kanäle bilden nach gängiger Meinung den 
Prototyp, aus denen Na+- und Ca2+-Kanäle entstanden (Miller 2000). Insbesondere 
Ca2+ nimmt in der zellulären Kommunikation eine tragende Rolle ein.  
Dabei war die Verfügbarkeit von Ca2+ zum Zeitpunkt der Entstehung des Lebens 
vor 4,5 Mrd. Jahren limitiert. Erst allmählich wurde es aus mineralischem Gestein in 
die Urmeere freigesetzt (Williams 1999; Jaiswal 2001). Langsam steigende 
Konzentrationen waren aufgrund der besonderen physikalischen und chemischen 
Eigenschaften des Ca2+ für die Zellen jedoch lebensbedrohlich. Gelöstes Ca2+ bildet 
keine starre, räumlich koordinierte Hydrathülle aus. Es akzeptiert unterschiedlichste 
Bindungswinkel und außerordentlich flexibel koordinierte Wechselwirkungen. Auf 
diese Weise kann es leichter als andere divalente Kationen mit organischen Anionen 
reagieren. Dazu zählen Carboxylgruppen und Phosphatgruppen von Proteinen und 
DNA, an die es mit hoher Affinität bindet und wasserunlösliche Komplexe bilden kann 
(Übersichtsartikel: Williams 1999; Carafoli & Krebs 2016). 
Hoch effektive Ca2+-Pumpen hielten die cytosolische Ca2+-Konzentrationen in nM-
Bereichen. Es bildete sich ein steiler Gradient zum Extrazellularraum, der sich optimal 
für zeitlich und räumlich koordinierte Ca2+-Signale nutzen ließ (Jaiswal 2001; Parpura 
& Verkhratsky 2012). Dieser transmembrane Ca2+-Transport wird in rezenten Zellen 
unter anderem durch spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle (CaV), Ca2+-release aktivierte 
Ca2+-Kanäle (CRAC), Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptoren (IP3R), Ryanodin-
Rezeptoren (RyR), σ1-Rezeptoren und nicht zuletzt transiente Rezeptorpotenzial-
Kanäle (TRP) vermittelt. 
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1.2 Die Entdeckung und Bedeutung der TRP-Kanäle 
TRP-Kanäle sind evolutionär alte Strukturen, die mit Ausnahme der Pflanzen in 
allen Eukaryoten zu finden sind (Übersichtsartikel: Martinac et al. 2008; Wolstenholme 
et al. 2011; Peng et al. 2015). Ihre Entdeckung geht auf einen spontan mutierten 
Stamm der Fruchtfliege Drosophila melanogaster zurück. Während die 
Photorezeptoren im Komplexauge wildtypischer Fliegen auf einen dauerhaften 
Lichtreiz mit einem anhaltenden Rezeptorpotenzial reagieren, zeigten die 
Elektroretinogramme der Mutante eine transiente Antwort und schnelle Adaption 
(Cosens & Manning 1969; Abb. 1-1). Daher erhielt dieser Phänotyp den Namen 
„transientes Rezeptorpotenzial“ (transient receptor potential, TRP) (Minke et al. 1975). 
Später gelang es, das verantwortliche Gen zu isolieren, zu sequenzieren und nach 
Transfektion in die Mutante die wildtypische Rezeptorantwort wieder herzustellen 
(Montell et al. 1985; Montell & Rubin 1989). Das aus dem trp-Gen gebildete Protein 
wurde als Ca2+-selektiver Ionenkanal identifiziert (Hochstrate 1989; Suss-Toby et al. 
1991; Hardie & Minke 1992) und zum Begründer einer neuen Ionenkanalfamilie.  
 
Abb. 1-1: Elektroretinogramme von D. melanogaster. 
Links: Wildtyp, rechts: trp-Mutante. Beide Ableitungen 
aus den Fotorezeptorzellen der Fliegen zeigen in 
Reaktion auf einen 1 s langen orangefarbenen Lichtreiz 
(obere Spur) eine initiale Hyperpolarisierung der 
Rezeptorzellen (untere Spur). Im Wildtypen bildet sich in 
der Folge ein Plateau aus, welches bei der trp-Mutante 
fehlt. Abbildung verändert aus dem Übersichtsartikel: 
Minke & Selinger 1996. 
 
 
Innerhalb weniger Jahre wurden im Säugergenom 28 verschiedene TRP-Kanäle 
identifiziert, die nach derzeitiger Systematik in sechs Familien aufgeteilt werden und 
über das gesamte Genom verteilt sind (Abb. 1-2 und Tab. 1-1). Allen TRP-Kanälen 
gemein ist der oligomere Aufbau aus vier – in der Regel identischen – Untereinheiten. 
Jede Untereinheit verfügt über sechs Transmembransegmente (TM-Segment), wobei 
sich Amino- (N-) und Carboxyl-(C)-Terminus auf der intrazellulären Seite befinden. 
Neueste cryoelektronenmikroskopische Strukturanalysen belegen die Variabilität der 
Termini in Länge und Ausrichtung (Abb. 1-3). Die extrazellulären Schleifen sind 
dagegen zumeist kurz. Zwischen dem fünften und sechsten TM-Segment ist eine 
Schleife in die Membran eingelassen. Sie beinhaltet den Selektivitätsfilter und bildet in 
der Summe der vier Untereinheiten die Kanalpore. Alle TRP-Kanäle sind für Kationen 
permeabel, wobei die Selektivität für Na+, K+, Ca2+ und Mg2+ zum Teil stark variiert 
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(Übersichtsartikel: Flockerzi & Nilius 2014). Häufig auftretende Merkmale sind zudem 
die TRP-Box unmittelbar nach der letzten TM-Domäne, die die Aminosäuresequenz 
„EWKFAR“ enthält, sowie sich meist wiederholende Ankyrin-ähnliche Einheiten im N-
Terminus (Übersichtsartikel: Nilius & Owsianik 2011). 
 
Abb. 1-2: Sequenzhomologie der 
TRP-Kanäle.                    . 
Sequenzhomologie der humanen 
TRP-Kanäle (schwarz), dargestellt als 
unrooted tree nach der aktuellen 
Klassifizierung in sechs Unterfamilien, 
zusammengefasst durch das jeweils 
namensgebende Element. Beigefügt 
sind TRP-Kanäle, die nicht im 
Menschen exprimiert werden (grau): 
mTRPC2 aus der Maus Mus 
musculus, drTRPN1 aus dem 
Zebrafisch Danio rerio (bildet die 
siebte Familie der TRP-Kanäle) und 
dmTRP, dem ersten identifizierten 
TRP-Kanal aus der Fruchtfliege 
Drosophila melanogaster. Die Se-
quenzen wurden aligned und mittels 
PAM-Matrix auf Ähnlichkeit unter-
sucht. Der Maßstabsbalken entspricht 
einem Unterschied von 10 % der 
Aminosäuren. Abbildung verändert 
aus: Nilius & Owsianik 2011. 
 
Schnell zeigte sich, dass den TRP-Kanälen bedeutende physiologische Funktionen 
wie die Perzeption von Temperatur, chemischer Substanzen und die Prozession von 
Schmerz zuzuschreiben sind. TRPA1-Kanäle werden beispielsweise in Neuronen der 
Schmerzbahn exprimiert und können durch Kälte- und Hitzereize (Karashima et al. 
2009; Zygmunt & Högestätt 2014; Moparthi et al. 2016; Skerratt 2017), aber auch 
durch eine Vielzahl irritierender oder reizender Substanzen aktiviert werden. Dazu 
zählen Allylisothiocyanat (Vorkommen in Senf und Wasabi), Allicin (Knoblauch), 
Zimtaldehyd (Zimt) und Gingerol (Ingwer) (Jordt & Julius 2002; Bandell et al. 2004; 
Macpherson et al. 2005).  
Die TRPV-Familie umfasst im Menschen sechs Mitglieder, von denen die ersten 
vier durch Wärme bzw. Hitze aktivierbar sind (TRPV4 > 25°C, TRPV3 > 30°C, 
TRPV1 > 42°C, TRPV2 > 52°C) (Caterina et al. 1997; Caterina et al. 1999; Smith et al. 
2002; Watanabe et al. 2002; Xu et al. 2002). TRPV1 ist der am besten untersuchte 
TRP-Kanal und wird unter anderem in der Schmerzbahn exprimiert (Übersichtsartikel: 
Jara-Oseguera et al. 2008; Bevan et al. 2014). Er ist durch Hitze, sauren pH (< 6,5) 
und reizende Chemikalien wie Capsaicin (Vanilloid-Alkaloid einiger Paprikaarten) 
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aktivierbar (Caterina et al. 1997; Tominaga et al. 1998). Die übrigen TRPV-Kanäle 
wirken an der Immunabwehr mit (TRPV2; Santoni et al. 2013), perzeptieren Juckreiz 
(TRPV3; Yamamoto-Kasai et al. 2012), haben osmoregulative (TRPV4; Everaerts et 
al. 2010) und Ca2+-resorptive Funktionen (TRPV5 und TRPV6; Peng et al. 2000; 
Nijenhuis et al. 2003). 
Tab. 1-1: Übersicht über die TRP-Kanäle.                                                                                            . 
Dargestellt sind der Name des Kanals, die Lokalisierung im menschlichen Erbgut, sowie die Autoren 
und Spezies der jeweiligen Erstbeschreibung. Einige TRP-Kanäle wurden nahezu zeitgleich und 
unabhängig voneinander von veschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben.  
Kanal Genlocus (Mensch) Erstbeschreibung Spezies 
TRPA1 8q13 Jaquemar et al. 1999 H. sapiens 
TRPC1 3q22-24 






TRPC3 4q25-27 H. sapiens 
TRPC4 13q13.1-13.2 Philipp et al. 1996 B. taurus 




TRPC6 11q21-22 Boulay et al. 1997 M. musculus 
TRPC7 5q31.2 Okada et al. 1999 M. musculus 
TRPM1 15q13.3 Duncan et al. 1998 H. sapiens 
TRPM2 21q22.3 Nagamine et al. 1998 H. sapiens 
TRPM3 9q21.11-12 Grimm et al. 2003 H. sapiens 
TRPM4 19q13.32 Xu et al. 2001; Launay et al. 2002 H. sapiens 
TRPM5 11p15.5 Xu et al. 2001 H. sapiens 
TRPM6 9q21.13 
Ryazanova et al. 2001 
M. musculus 
H. sapiens TRPM7 15q21 
TRPM8 2q37.1 Tsavaler et al. 2001 H. sapiens 
TRPML1 19p13.3-2 Bassi et al. 2000 H. sapiens 
TRPML2 1p22 
Di Palma et al. 2002 M. musculus 
TRPML3 1p22.3 
TRPP2 4q22 Mochizuki et al. 1996 H. sapiens 
TRPP3 10q24-25 Nomura et al. 1998; Wu et al. 1998 
M. musculus 
H. sapiens 
TRPP5 5q31 Veldhuisen et al. 1999 H. sapiens 
TRPV1 17p13.3 Caterina et al. 1997 R. norvegicus 




Peier et al. 2002b; Smith et al. 2002; Xu 











TRPV5 7q35 Hoenderop et al. 1999 O. cuniculus 
TRPV6 7q33-34 Peng et al. 1999 R. norvegicus 
 
Die acht Mitglieder der TRPM-Familie sind nach dem Tumorsupressor Melastatin 
benannt, heute TRPM1 (Duncan et al. 1998), dessen Funktionsverlust zur 
Nachtblindheit führt (van Genderen et al. 2009; Koike et al. 2010). TRPM2 ist ein 
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wichtiger Redoxsensor (Übersichtsartikel Faouzi & Penner 2014). TRPM4 ist an der 
Kontraktion von Gefäßmuskelzellen beteiligt (Übersichtsartikel: Mathar et al. 2014), 
während TRPM5-Kanäle in die Wahrnehmung von bitter, süß und umami einbezogen 
sind (Zhang et al. 2003). TRPM6- und TRPM7-Kanäle regulieren die Mg2+-
Homöostase (Chubanov et al. 2004; Ryazanova et al. 2010). Am besten untersucht 
sind TRPM3 und TRPM8. Die TRPM3 -Splicevariante TRPM3α2 kann durch zahlreiche 
natürlich vorkommende (neuroaktive) Steroide (Wagner et al. 2008; Majeed et al. 
2010; Majeed et al. 2012) und Pflanzenmetabolite (Straub et al. 2013b; Straub et al. 
2013a) aktiviert werden. Er reagiert auf Hitze und ist relevant für die Temperatur- und 
Schmerzwahrnehmung (Übersichtsartikel Vriens & Voets 2018). TRPM8-Kanäle sind 
wichtige Kältesensoren, die durch Absenken der Temperatur oder durch Substanzen 
wie Menthol aktiviert werden (McKemy et al. 2002; Peier et al. 2002a). 
 
Abb. 1-3: 3D-Rekonstruktion ausgewählter Vertreter der TRP-Kanäle.                                            . 
Cryoelektronenmikroskopische Analysen zeigen die Variabilität in der räumliche Struktur von TRP-
Kanälen. Gezeigt sind Homotetramere, die jeweiligen Untereinheiten sind farblich voneinander 
abgesetzt. Obere Reihe: Seitenansicht, die beiden Linien begrenzen die Plasmamembran (PM) und 
kennzeichnen extrazelluläre (Ex) und cytosolische Seite (Cyt). Untere Reihe: Aufsicht auf dieselben 
Kanäle. In der Mitte ist die Kanalpore zu erkennen. Abbildungen aus: Liao et al. 2013; Paulsen et al. 
2015; Tang et al. 2018; Yin et al. 2018. 
 
Die Mitglieder der Mucolipin-TRP-Familie TRPML1-3 regulieren vorrangig die 
Homöostase von Endosomen und Lysosomen (Übersichtsartikel: Di Paola et al. 2018). 
Mutationen in TRPML1 führen zur Mucolipidose Typ IV, einer neurodegenerativen 
Erkrankung (Slaugenhaupt et al. 1999; Bassi et al. 2000). Mutationen in den 
Mitgliedern der Polycystin-Familie (TRPP2, TRPP3 und TRPP5) sind Ursache der 
autosomal-dominanten polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) (Mochizuki et al. 
1996). TRPP2 ist zudem für die richtige Anlage und Orientierung der inneren Organe 
wichtig (Übersichtsartikel: Busch et al. 2017).  
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1.3 TRPC – die „klassische“ Familie  
Die Mitglieder der TRPC-Familie weisen die höchste Sequenzhomologie mit dem 
ursprünglich in Drosophila identifizierten trp-Gen auf (Abb. 1-2). Am C-Terminus 
besitzen alle Mitglieder Bindestellen für Membranlipide wie PIP2 oder PIP3, 
Calmoduline und IP3-Rezeptoren (IP3R), die sowohl für das Kanal-trafficking wie für 
die Kanalmodulation entscheidende Bedeutung haben (Übersichtsartikel: Ong et al. 
2014). Die mehr oder weniger direkte Aktivierbarkeit durch das PIP2-Spaltprodukt 
Diacylglycerol (DAG) ist – wenn auch noch unvollständig verstanden – das 
charakteristische Merkmal aller TRPC-Kanäle (Hofmann et al. 1999; Lucas et al. 2003; 
Beck et al. 2006; Storch et al. 2017).  
Anhand von Sequenzvergleichen lässt sich die TRPC-Familie in weitere 
Untergruppen unterteilen. Die Kanäle von TRPC3, TRPC6 und TRPC7 bilden eine 
davon. Über die Funktion von TRPC3 ist bisher wenig bekannt. Der Kanal zeigt hohe 
Expressionsraten im Gehirn, die in der späten Embryonalphase bis etwa drei Wochen 
postnatal am höchsten ausfallen (Li et al. 1999; Strübing et al. 2003). Eine gain-of-
function Mutation von TRPC3 in Purkinje-Zellen des Kleinhirns führen zu Ataxie 
(Becker et al. 2009), TRPC3-KO Mäuse zeigen Bewegungsstörungen (Hartmann et al. 
2008). Daher wird dem TRPC3-Kanal im Allgemeinen eine Rolle in der neuronalen 
Entwicklung zugeschrieben. 
TRPC6 zeigt eine breitere Expression im Organismus, vor allem in Lunge und Niere 
(Übersichtsartikel: Mukerji et al. 2007; Malczyk et al. 2017). In den Glomeruli der Niere 
sind TRPC6-Kanäle für die Aufrechterhaltung der Blut-Urin-Schranke verantwortlich 
(Reiser et al. 2005). Zahlreiche gain- und loss-of-function-Mutationen von TRPC6 
führen zu fokaler segmentaler Glomerulosklerose (Riehle et al. 2016). In der Lunge 
reguliert TRPC6 maßgeblich die Durchlässigkeit des Lungenepithels (Weissmann et 
al. 2006) und beeinflusst die Vasokonstriktion der pulmonalen arteriellen Epithelzellen 
und damit die Durchblutung der Lunge (Übersichtsartikel: Malczyk et al. 2017).  
Über die Funktion von TRPC7 ist trotz einer ähnlichen breiten Expression bislang 
nur wenig bekannt (Übersichtsartikel: Zhang & Trebak 2014). Sie ist besonders hoch 
im weiblichen Brustgewebe (Anantamongkol et al. 2009) und Myometrium (Dalrymple 
et al. 2004). Allerdings gilt dies auch für alle anderen untersuchten TRPC-Kanäle und 
funktionale Daten fehlen bislang. Neuere Befunde deuten eine Verbindung von 
TRPC7-Mutationen mit erhöhtem Risiko für Lungenkrebs an (Zhang et al. 2016). Die 
Besonderheit der drei Kanäle TRPC3, TRPC6 und TRPC7 besteht darin, dass sie 
neben homomeren untereinander auch funktionale heteromere Kanalkomplexe bilden 
können (Goel et al. 2002; Hofmann et al. 2002). 
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TRPC2 steht innerhalb der TRPC-Familie etwas isoliert (Abb. 1-2). Im Menschen 
handelt es sich um ein Pseudogen und kommt nicht zur Expression (Wes et al. 1995), 
was auf mehrere Mutationen im Laufe der Evolution zurückzuführen ist (Liman & Innan 
2003). In Nagetieren ist der Kanal jedoch funktional und spielt im vomeronasalen 
Organ (VNO) eine herausgehobene Rolle in der Pheromonwahrnehmung (Liman et al. 
1999; Vannier et al. 1999). Zahlreiche komplexe Verhaltensweisen wie Aggression und 
Paarung hängen von seiner Funktion ab (Übersichtsartikel: Yu 2015). Im Menschen 
geht das embryonale VNO wieder zu Grunde. Ein zu geringer Selektionsdruck zur 
Aufrechterhaltung der Pheromonwahrnehmung beim Menschen bildet den häufigsten 
Erklärungsansatz für den Verlust von TRPC2 (Liman & Innan 2003). 
Die zweite Untergruppe der TRPC-Kanäle wird von TRPC1, TRPC4 und TRPC5 
gebildet. TRPC1 regelt im Knochen die Bildung und Funktion von Osteoklasten (Ong 
et al. 2013) und beeinflusst den Fettstoffwechsel (Krout et al. 2017). 
Interessanterweise scheint keine der vier im Menschen identifizierten TRPC1-
Splicevatianten funktionale homomere Kanalkomplexe bilden zu können 
(Übersichtsartikel: Nesin & Tsiokas 2014). Stattdessen scheint TRPC1 vor allem 
regulatorische Wirkungen zu entfalten, indem er Heteromerkomplexe mit TRPC4 und 
TRPC5 bildet. Diese sind gekennzeichnet durch eine veränderte Strom-Spannungs-
Kennlinie mit deutlich vermindertem Einwärtsstrom im Vergleich zum jeweiligen 
TRPC4- oder TRPC5-Homomer (Strübing et al. 2001; Hofmann et al. 2002).  
Im Gegensatz dazu bilden TRPC4 und TRPC5 nachweislich funktionale Homomere 
(Abb. 1-4, Übersichtsartikel: Plant & Schaefer 2003), können aber auch miteinander 
heteromerisieren (Goel et al. 2002; Hofmann et al. 2002). TRPC4 besitzt dabei ähnlich 
wie TRPC1 mehrere Splicevarianten (bislang 11, Übersichtsartikel: Freichel et al. 
2014), von denen TRPC4α und TRPC4β am besten untersucht sind. TRPC4α fehlt im 
Vergleich ein 84 Aminosäuren langer Abschnitt, der Bindestellen für Calmodulin (CaM) 
und PIP2 enthält (Mery et al. 2001; Tang et al. 2001; Cooley et al. 2014). Abgesehen 
von einer geringeren Sensitivität von TRPC4α für GqPCR-gekoppelte Stimulation 
unterscheiden sich die beiden Varianten jedoch nicht voneinander (Schaefer et al. 
2002).  
Der TRPC4-Kanal wird ubiquitär exprimiert, vor allem in glatten enteralen 
Muskelzellen (Freichel et al. 2014), wo er die Kontraktilität des Darmtraktes fördert 
(Lee et al. 2005; Tsvilovskyy et al. 2009). In den Blutgefäßen spielt TRPC4 eine 
wichtige Rolle bei der Vasorelaxation (Freichel et al. 2001) und der Aufrechterhaltung 
der Endothelzellbarriere (Kwak et al. 2018). Dennoch sind TRPC4-KO-Mäuse 
lebensfähig, fertil und zeigen ansonsten keine phänotypischen Auffälligkeiten (Freichel 
et al. 2001). Im Hippocampus und der Amygdala deutet sich eine Beteiligung von 
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TRPC4 bei der Verarbeitung von Emotionen und Gedächtnisinhalten an (Riccio et al. 
2014). Dem TRPC5-Kanal wird der nächste Abschnitt gewidmet. 
 
Abb. 1-4: Strukturanalyse des TRPC4-Ionenkanals.                                                                           . 
(A) Cryo-elektronenmikroskopische Analysen des TRPC4-Kanals aus Maus (m) und Zebrafisch (dr). 
Gezeigt sind Homotetramere, die jeweiligen Untereinheiten sind farblich voneinander getrennt. Obere 
Reihe: Seitenansicht, die beiden Linien begrenzen die Zellmembran (PM) und kennzeichnen 
extrazelluläre (Ex) und cytosolische Seite (Cyt). Untere Reihe: Aufsicht auf dieselben Kanäle.  
(B) Schematische Organisation einer drTRPC4-Untereinheit (oben) und tatsächliche räumliche 
Organisation (unten). Gleiche Farben kennzeichnen gleiche Domänen. Ein kleiner blauer Kreis im 
unteren Teilbild markiert eine mögliche Steroidbindestelle. Ank-R, Ankyrin-repeats; C-Term., Carboxy-
Terminus; CIRB, Calmodulin- und IP3R-Bindestelle; N-Term., Amino-Terminus; Prä1, parallel zur 
Membran orientierter Teil unmittelbar vor der 1. Transmembrandomäne; TMD, Transmembrandomänen 
1-6; TRP-Box, charakteristische Aminosäuresequenz EWKFAR. 
 
 
1.4 Der TRPC5-Kanal 
Der TRPC5-Kanal ist in der TRPC-Familie in mehrfach Hinsicht besonders. 
Innerhalb seiner Subfamilie (TRPC1/TRPC4/TRPC5) ist er der einzige Kanal, von dem 
bislang nur eine Splicevariante beschrieben wurde. Weiterhin zeigt er biophysikalisch 
als einziger eine gewisse Selektivität für Ca2+ gegenüber Na+. Das Verhältnis der 
Ionenpermeabilitäten (PCa/PNa) liegt für TRPC5 je nach Quelle im Bereich von 4-10 
(Plant & Schaefer 2003). Zudem weist TRPC5 eine deutlich größere Basalaktivität 
(Jeon et al. 2012) und längere Kanaloffenzeiten auf, als sein engster Verwandter 
TRPC4 (Schaefer et al. 2000; Jung et al. 2003). Die Einzelkanalleitfähigkeit liegt im 
Bereich von etwa 40-60 pS (Schaefer et al. 2000; Jung et al. 2003) und damit leicht 
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über der für TRPC4-Kanälen (~30-40 pS, Freichel et al. 2014). Die typische Strom-
Spannungs-Kennlinie beider Kanäle in elektrophysiologischen Ableitungen ist im 
Verlauf N-förmig und sowohl für TRPC5 als auch TRPC4 charakteristisch.  
 
1.4.1 Kanalexpression und Funktion 
Unter allen TRP-Kanälen ist das trpc5-Gen das einzige mit gonosomaler 
Lokalisation. Es liegt auf dem X-Chromosom, umgeben von Genen, die oft mit 
neurodegenerativen Erkrankungen oder verminderter Intelligenz in Verbindung 
gebracht werden (Sossey-Alaoui et al. 1999). In Übereinstimmung damit zeigt trpc5 
die höchsten Expressionsraten im ZNS (Riccio et al. 2002; Kunert-Keil et al. 2006). 
Da es an geeigneten pharmakologischen Werkzeugen mangelt, wird bei der 
Untersuchung der TRPC5-Kanalfunktion häufig auf knockout-Tiere zurückgegriffen, 
bei denen das trpc5-Gen ausgeschaltet wurde (TRPC5-KO). Diese Tiere 
unterscheiden sich jedoch kaum von ihren wildtypischen Artgenossen. Sie zeigen 
vergleichbares Bewegungs- oder Fressverhalten, sind fertil und reagieren normal in 
allgemeinen motorischen und kognitiven Verhaltensversuchen (Riccio et al. 2009). 
Kompensatorische Effekte der nahverwandten Kanäle TRPC1 oder TRPC4 werden 
weitgehend ausgeschlossen (Riccio et al. 2009). Selbst die Dreifach-KO-Maus ohne 
funktionale TRPC1/4/5-Kanäle zeigte auf den ersten Blick keine physischen oder 
behavioralen Auffälligkeiten (Bröker-Lai et al. 2017). Es stellte sich zunehmend 
heraus, dass TRPC5-Kanäle vor allem modulierende Funktionen übernehmen. 
Entwicklungsabhängige Schwankungen in der TRPC5-Expression fügen ein 
zusätzliches Komplexitätslevel hinzu (Sossey-Alaoui et al. 1999; Allen Brain Atlas 
2008; Yu et al. 2014).  
 
1.4.1.1 Zentralnervensystem 
Im ZNS zeigt TRPC5 die höchsten Expressionsraten im Hippocampus, 
insbesondere in der Pyramidenzellschicht aller Areale des Ammonshorns (Cornu 
ammonis, CA) (Chung et al. 2006; Phelan et al. 2013). Versuche an hippocampalen 
Hirnschnitten aus TRPC5-KO zeigten im Vergleich zum Wildtypen eine verminderte 
Langzeitpotenzierung an den Schaffer-Kollateralen und eine verkürzte 
Depolarisierung (Tai et al. 2011; Phelan et al. 2013). Eine Ursache ist offenbar die 
verminderte Transmitterausschüttung der präsynaptischen Seite (Bröker-Lai et al. 
2017). Bei den Schaffer-Kollateralen handelt es sich um Efferenzen der CA3-Region, 
die auf die Pyramidenzellen der CA1-Region zurückschalten. Als Bestandteil im 
Papez-Neuronenkreis sind sie wesentlich an der Konsolidierung expliziter 
Gedächtnisinhalte beteiligt (Trepel 2009). Versuche im Morris-Water-Maze, bei dem 
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TRPC5-KO Mäuse schwimmend eine versteckte Plattform finden müssen, zeigten im 
Vergleich zu den Wildtypen keine Beeinträchtigung des räumlichen Lernens (Phelan 
et al. 2013). Wurde die Position der Plattform jedoch verändert, benötigten die Tiere 
deutlich länger, um sich die neue Lage einzuprägen (Bröker-Lai et al. 2017). 
Der Hippocampus zeigt die höchste Plastizität im gesamten ZNS. Seine Neurone 
reorganisieren ihre Vernetzung durch beständiges Wachstum von Dendriten und 
Axonen. Dabei orientieren sie sich mit Hilfe fächerförmiger Wachstumskegel an 
extrazellulären Leitmolekülen. Diese lösen Ca2+-Wellen aus, wodurch Wuchsrichtung 
und Geschwindigkeit der Kegel gesteuert wird (Übersichtsartikel: Spitzer et al. 2000). 
TRPC5-Kanäle sind an der Integration der Informationen dieser Leitmoleküle beteiligt 
(Li et al. 2005; Davare et al. 2009; Kaczmarek et al. 2012). Dazu werden sie aktiv in 
die Wachstumszonen transportiert und verlängern Dauer und Reichweite der Ca2+-
Wellen, stören die Actin-Dynamik des Kegels und „bremsen“ letztlich das Wachstum 
(Greka et al. 2003; Tian et al. 2010; He et al. 2012). Diese Mechanismen sind jedoch 
in Teilen mit TRPC1 und TRPC6 ausbalanciert (Kumar et al. 2012). 
Funktional bildet der Hippocampus im ZNS mit der Amygdala und einigen weiteren 
Regionen das limbische System. Die Amygdala vermittelt bei der Konsolidierung von 
Gedächtnisinhalten die Verknüpfung von Gelerntem mit Emotionen und steuert Angst- 
und Fluchtverhalten (Trepel 2009). Im Gegensatz zu wildtypischen Artgenossen 
meiden TRPC5-KO Mäuse offene Flächen weniger stark, was als vermindertes 
Angstverhalten interpretiert wurde (Riccio et al. 2009). Dieser Phänotyp kann auch in 
Wildtypen durch die selektive Inhibition von TRPC4 und TRPC5 nachgeahmt werden 
(Just et al. 2018). Grund dafür soll eine reduzierte Erregbarkeit amygdaler Neurone in 
TRPC5-KO Tieren sein (Riccio et al. 2009).  
Im Cerebellum ist TRPC5 vor allem in den Granulazellen exprimiert. Diese können 
durch Ganglioside zur Neubildung von Neuriten angeregt werden, was nach TRPC5-
KO nicht mehr möglich war (Wu et al. 2007; Wu et al. 2016). Isolierte Granulazellen 
von TRPC5-KO Mäusen besaßen zudem außergewöhnlich lange, stark verzweigte 
Dendritenbäume in den Granulazellen. KO-Tiere zeigten in Balance-Aufgaben eine 
verkürzte Schrittweite im Gang sowie eine höhere Fehltrittrate (Puram et al. 2011).  
 
1.4.1.2 Hypophyse und Hypothalamus 
Über das endokrine System scheint TRPC5 auf komplexe Weise Einfluss auf die 
Fortpflanzung zu nehmen. So konnte der Kanal in gonadotropen Neuronen der 
Hypophyse nachgewiesen werden, wo er maßgeblich an der Depolarisation der Zellen 
beteiligt ist. Die Expression ist dabei stark abhängig vom Geschlecht und Alter der 
Tiere und in juvenilen Weibchen am höchsten (Beck et al. 2017). Durch die Sekretion 
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von Gonadotropinen steuern diese Zellen die Sexualfunktion. Deren Freisetzung hängt 
unter anderem vom Prolactinspiegel ab (Übersichtsartikel: Grattan 2015), der in 
TRPC5-KO-Mäusen erniedrigt ist. Die Folge sind negative Auswirkungen auf die 
Fertilität der Tiere. Bei Weibchen sind die Phasen des Estrus gestört, Männchen 
weisen eine verminderte Motilität der Spermien auf (Blum et al. 2018). Der größte 
Regulator für die Prolactinfreisetzung ist wiederum der Neurotransmitter Dopamin 
(Grattan 2015), in dessen Haushalt TRPC5 auf bisher unvollständig verstandene 
Weise einzugreifen scheint (March et al. 2006; Chung et al. 2007; Hannan et al. 2008). 
Zudem konnte die Gruppe um Kelly und Kollegen mehrfach zeigen, dass TRPC5 für 
die Insulin- und Leptin-induzierte Aktivierbarkeit von Proopiomelanocortin (POMC)-
Neuronen der Hypophyse wichtig ist. POMC senkt Appetit und Hungergefühle. 
TRPC5-KO Mäuse zeigten im Vergleich zum Wildtyp eine erhöhte Kalorieneinnahme 
und schnellere Gewichtszunahme (Qiu et al. 2010; Qiu et al. 2014; Qiu et al. 2018). 
 
1.4.1.3 TRPC5 in der Peripherie 
Die TRPC5-Funktion außerhalb des ZNS wurde lange Zeit vernachlässigt. 
Mittlerweile zeigt eine zunehmende Anzahl an Studien die Bedeutung von TRPC5 in 
der Peripherie. In neuroepithelialen Körperchen der Lunge, die als Rezeptoren der 
physiologischen Lungenfunktion angesehen werden (Übersichtsartikel: Adriaensen et 
al. 2003), kann TRPC5 mechanisch unter hypoosmolaren Bedingungen aktiviert 
werden (Lembrechts et al. 2012). In den Barorezeptoren der Aorta soll der Kanal als 
Sensor für mechanische und oxidative Stimuli fungieren und die Kontraktilität der 
Gefäße mit beeinflussen (Lau et al. 2016; Li et al. 2017). TRPC5-KO-Mäuse zeigten 
spontan auftretende Blutdruckschwankungen (Lau et al. 2016). TRPC5-Kanäle 
scheinen den Fettstoffwechsel zu unterstützen. Cholsäurehaltige Nahrung löst bei 
Mäusen eine Cholestase (Gallenstauung) aus, bei TRPC5-KO-Tieren bleibt dieser 
Effekt aus (Alawi et al. 2017).  
In Podozyten der Niere reguliert TRPC5 im Gegenspiel mit TRPC6 das Cytoskelett. 
Dabei führt TRPC5 über eine Rac1-Aktivierung zur Verminderung von Stressfasern 
und Aufrechterhalten eines motilen Phänotyps (Tian et al. 2010). Knockout und 
pharmakologische Inhibition von TRPC5 konnten die Podozyten und den Nierenfilter 
vor Lipopolysaccharid-induzierter Albuminurie schützen (Schaldecker et al. 2013; 
Zhou et al. 2017). TRPC5-Überexpression führte jedoch weder zu einem 
Nierenschaden, noch verschlechterte es den Verlauf einer induzierten 
Nierenschädigung (Wang et al. 2017b). 
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1.4.1.4 TRPC5-assoziierte Pathologien 
Nach den Befunden von Sossey-Alaoui und Kollegen (1999) wird TRPC5 in erster 
Linie mit psychischen Störungen wie Depressionen (Yang et al. 2015; Just et al. 2018) 
und neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und Chorea Huntington 
(Yamamoto et al. 2007; Hong et al. 2015b) in Verbindung gebracht. Klinische Studien 
am Menschen gibt es indes noch nicht.  
Stattdessen wächst das Interesse der Krebsforschung an TRPC5. In einigen 
Krebszelllinien konnten erhöhte TRPC5-Expressionslevel nachgewiesen werden, 
darunter auch solche mit erhöhter Resistenz gegen Chemotherapeutika. Doxorubicin 
ist Mittel der Wahl in der Chemotherapie von Brustkrebs. Die resistente 
Brustkrebszelllinie MCF-7 wird nach siRNA-vermitteltem TRPC5-Knockdown wieder 
Doxorubicin-sensitiv (Ma et al. 2012; Zhang et al. 2017). Dagegen proliferieren die 
Zellen auch in Anwesenheit des Chemotherapeutikums stärker, wenn TRPC5 
überexprimiert wird (Zhang et al. 2017). Ein TRPC5-knockdown erhöht die Aktivität der 
Calmodulin-Kinase-Kinase und letztlich die Autophagie der Zellen. Zugleich verhindert 
es den vesikulären Export des Chemotherapeutikums über den ATP-binding-cassette-
(ABC)-Transporter P-Glycoprotein (Ma et al. 2012; Ma et al. 2014; Zhang et al. 2017), 
einen Hauptweg, über den Zellen Chemotherapeutika ausschleusen 
(Übersichtsartikel: Sun et al. 2012). 
Ähnliches gilt für das kolorektale Karzinom. Hier fördert TRPC5 die Expression 
eines ABC-Transporters (ABCB1) und damit die Resistenz gegen 5-Fluorouracil 
(Wang et al. 2015). Zudem soll TRPC5 die Proliferation begünstigen, indem über die 
Expression des Glucose-Transporter 1 der Energiehaushalt und Metabolismus (Wang 
et al. 2017a) und über den Hypoxie-induzierbaren Faktor 1 die Angiogenese des 
Tumors gefördert wird (Chen et al. 2017b). Bislang fehlt es jedoch an geeigneten 
pharmakologischen Werkzeugen, um die Rolle von TRPC5 vollständig zu verstehen. 
 
1.4.2 Endogene Modulation von TRPC5-Kanälen 
Eine Schwierigkeit bei der Erforschung der TRPC5-Funktion ist, dass der Kanal 
über eine große Vielfalt an Aktivierungs- und Inhibitionsmechanismen moduliert 
werden kann. Mikromolare Konzentrationen verschiedener Kationen unterschiedlicher 
Valenz können den TRPC5-Kanal bereits aktivieren oder potenzieren, darunter H+, 
Ca2+, Pb2+, La3+ oder Gd3+. Im mM-Bereich wirkt La3+ wiederum inhibitorisch. Die 
Interaktion mit dem Kanal findet wohl vor allem an Glutamat- oder Cysteinresten in der 
Porenschleife statt (Jung et al. 2003; Semtner et al. 2007; Blair et al. 2009; Gross et 
al. 2009; Sukumar & Beech 2010). 
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Zahlreiche Cysteinreste machen den Kanal zum Redoxsensor. S-Glutathionilierung 
im N-Terminus (Hong et al. 2015b) sowie Stickoxid-induzierte S-Nitrosilierung in der 
Porenregion (Yoshida et al. 2006) aktivieren den Kanal. Die Cysteine der Porenregion 
bilden dabei Disulfidbrücken, die den Kanal stabilisieren und deren Spaltung durch 
Thioredoxin den Kanal aktiviert (Xu et al. 2008; Hong et al. 2015a). Ein Beispiel für 
TRPC5 als Redoxsensor findet sich in den amakrinen Zellen der Retina. NO induziert 
eine TRPC5-abhängige Zunahme der [Ca2+]i, in dessen Folge vermehrt der 
Neurotransmitter GABA ausgeschüttet wird (Maddox et al. 2018). 
Diverse Steroidverbindungen, darunter Derivate der Sexualhormone wie 
Progesteron und Pregnenolonsulfat, besitzen inhibitorische Wirkungen auf TRPC5-
Kanäle (Majeed et al. 2011a; Miehe et al. 2012). Versuche mit Steroisomeren deuten 
auf eine direkte Interaktion mit dem Kanal hin, wenngleich die Bindestelle am TRPC5-
Kanal bislang nicht identifiziert wurde. Durch Sphingosin-1-phosphat, einem wichtigen 
Regulator der Vaskularisation, kann die intrazelluläre Ca2+-Konzentration in motilen 
Gefäßmuskelzellen TRPC5-abhängig gesteigert werden (Xu et al. 2006; Fahy 2008).  
Auch Membranlipide wie Lysophosphatidylcholin und Lysophosphatidylinositol 
können TRPC5-Kanäle aktivieren, wenngleich die Autoren nicht ausschließen, dass 
Perturbationen der Membran eine Rolle bei der Aktivierung gespielt haben (Flemming 
et al. 2006; Beech 2007). TRPC5-Kanäle lassen sich nämlich auch mechanisch 
stimulieren, beispielsweise durch Membranstress unter hypoosmotischen 
Bedingungen (Gomis et al. 2008). Dieser Effekt kann durch Zerstörung der 
umliegenden Actinfasern oder Depletion des Membranlipids Phosphotidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) unterbunden werden (Gomis et al. 2008; Shen et al. 2015).  
In der Tat sind die Wirkungen von PIP2 auf den TRPC5-Kanal sehr vielfältig (Abb. 
1-5). Über das lipidbindende Protein „SEC14 und Spektrin Domäne 1“ (SESTD1) steht 
PIP2 in Kontakt mit TRPC5 (Miehe et al. 2010) und es wurden sowohl stimulierende 
(Gomis et al. 2008; Kim et al. 2008a; Trebak et al. 2009) als auch inhibierende 
Wirkungen beschrieben (Zeng et al. 2006; Trebak et al. 2009). Die PIP2-abhängige 
Modulation von TRPC5 wird über eine komplexe Signalkaskade reguliert, an der 
weitere Faktoren wie die PIP2-Spaltprodukte Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) beteiligt sind. Sie werden im nächsten Abschnitt vorgestellt. 
 
1.4.3 TRPC5-modulierende Signalkaskaden 
Die TRPC5-Kanalaktivität kann auf vielfältige Weise moduliert werden. Am besten 
untersucht ist die Interaktion von TRPC5 mit den α-Untereinheiten von GPCR (Abb. 
1-5). Stimulatorische G-Proteine (Gαs) aktivieren die Adenylatzyklase (AC), wodurch 
die intrazelluläre Konzentration von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) 
E I N L E I T U N G 
14 
steigt. Dies erhöht einerseits die Membranexposition von TRPC5-Kanälen durch die 
Fusion von „TRPC5-Reservevesikeln“ und führt durch Ca2+-Freisetzung aus dem ER 
sekundär zur Kanalaktivierung (Hong et al. 2012). Zugleich aktiviert cAMP die 
Proteinkinase A (PKA), welche TRPC5 an zwei Serinen nahe des C-Terminus 
phosphorylieren und somit über einen negativen Feedback-Mechanismus inhibieren 
kann (Sung et al. 2011). Gαi-Proteine können TRPC5 sogar direkt aktivieren (Jeon et 
al. 2012). Durch ihre inhibitorische Wirkung auf die AC sollten sie zudem die PKA-
abhängige Inhibition des Kanals unterbinden. 
Gαq-Proteine entfalten ihre Wirkung über eine Aktivierung der Phospholipase Cβ 
(PLCβ), deren Substrat PIP2 in DAG und IP3 gespalten wird. DAG gilt als endogener 
Aktivator aller TRPC-Kanäle, wenngleich seine Wirkung bei TRPC4 und TRPC5 
komplex reguliert ist (Hofmann et al. 1999; Storch et al. 2017). Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK) führen über den PLCγ-Signalpfad ebenfalls zu einer TRPC5-
Kanalaktivierung. (Venkatachalam et al. 2003). RTK-Stimulation soll zudem den 
Einbau von TRPC5-tragenden Vesikeln in die Membran begünstigen (Bezzerides et 
al. 2004). 
 
Abb. 1-5: GPCR-gesteuerte TRPC5-Modulation.                                                                                   . 
Schematische Darstellung der Signalwege nach Stimulation verschiedener G-Protein-gekoppelter 
Rezeptoren (GPCR). Für Details der einzelnen Signalwege siehe Text. 5-HTxR, Serotoninrezeptor; 
(αx/βx)AR, adrenerger Rezeptor; ATP, Adenosintriphosphat; cAMP, cyclisches 
Adenosinmonophosphat; DAG, Diacylglycerol; DxR, Dopaminrezeptor; ER, Endoplasmatisches 
Retikulum; HxR, Histaminrezeptor; IP3, Inositol-1,4,5-trisphosphat; IP3R, IP3-Rezeptor; MxR, 
muscarinerger Acetylcholinrezeptor; PIP2, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphot; PKA, Proteinkinase A; 
PKC, Proteinkinase C; PLCβ, Phospholipase Cβ. 
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Der C-Terminus von TRPC5 ist einer der wichtigsten Orte der Kanalmodulation. Hier 
konvergieren zahlreiche Mechanismen, durch die in der Summe die Aktivität des 
Kanals fein justiert wird. Von Bedeutung sind die „Bindestelle für Calmodulin und den 
IP3-Rezeptor“ (CIRB), welche in Teilen mit SESTD1 zusammenfällt, die „Calmodulin-
Bindestelle 2“ (CaMBII), sowie die PDZ-Domäne mit der Aminosäuresequenz „TRL“. 
Abb. 1-6 stellt basierend auf dem derzeitigen Wissensstand einen möglichen 
Regelkreis für die TRPC5-Modulation in vivo dar. 
Um die CIRB-Bindestelle konkurrieren Calmodulin (CaM), der IP3-Rezeptor (IP3R), 
PIP2 und Gαi-Proteine (Tang et al. 2001; Zhu & Tang 2004; Ordaz et al. 2005; Miehe 
et al. 2010; Jeon et al. 2012). Die CIRB-Domäne liegt wahrscheinlich parallel zur 
Innenseite der Membran und ist für die Kompetition zugänglich (Vinayagam et al. 
2018). Unter niedrigen [Ca2+]i besitzt CaM eine geringe Affinität zu CIRB, daher scheint 
im Regelfall der IP3-Rezeptor gebunden zu sein, welcher die Kanalaktivierung positiv 
beeinflussen soll. Wird CIRB herausmutiert, ist der Kanal gänzlich unempfänglich für 
GPCR-Stimulation (Ordaz et al. 2005). Über SESTD1 oder allgemein positiv geladene 
Aminosäuren um die CIRB-Region wechselwirkt der C-Terminus mit PIP2 in der 
Membran (Miehe et al. 2010). Diese Beziehung scheint TRPC5 eher zu inhibieren und 
erklärt, warum in einigen Versuchen durch PIP2-Depletion der Kanal aktiviert wurde 
(Trebak et al. 2009).  
In Folge einer Rezeptorstimulation mit PLC-Aktivierung wird DAG und IP3 gebildet 
und die PIP2-Speicher depletiert. Es kommt zu einer Konformationsänderung im C-
Terminus, in Folge dessen das „Regulatorprotein des Na+/H+ Antiporter 3“ (NHERF) 
von der PDZ-Domäne dissoziiert (Storch et al. 2017). Dadurch wird TRPC5 sensitiv für 
DAG. Gleichzeitig ist NHERF das Bindeglied zwischen TRPC5 und Cytoskelett (Tang 
et al. 2000; Obukhov & Nowycky 2004; Storch et al. 2017). IP3 aktiviert den IP3R und 
sorgt für einen Anstieg der [Ca2+]i, was bereits zur Aktivierung von TRPC5-Kanälen 
genügen kann (Gross et al. 2009). Ca2+-gebundenes CaM bindet an der hochaffinen 
CaMBII und sensitisiert TRPC5 zusätzlich (Ordaz et al. 2005). 
Übersteigt die [Ca2+]i in Folge der Öffnung von TRPC5-Kanälen ein kritisches 
Niveau, verdrängt CaM den IP3R von CIRB (Zhu & Tang 2004). Mit der Ca2+-
Konzentration nimmt auch die Affinität von SESTD1 zu PIP2 zu und erleichtert die 
Bindung der Domäne an die regenerierten PIP2-Pools (Miehe et al. 2010). Letztlich 
bewirkt DAG die Aktivierung der PKC, welche Threonin in der PDZ-Domäne 
phosphoryliert und damit die Assemblierung von NHERF mit dem Cytoskelett 
erleichtert (Venkatachalam et al. 2003; Storch et al. 2017). TRPC5-Kanäle, bei denen 
das Threonin wegmutiert wurde, desensitisieren deutlich langsamer (Zhu et al. 2005). 
In Summe führen diese Mechanismen zum Schließen des Kanals. Nach Absinken der 
[Ca2+]i zum Beispiel durch die Aktivität der sarko-/endoplasmatisch retikulären Ca2+-
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ATPase (SERCA) oder anderer Ca2+-Transporter wird der Ausgangszustand wieder 
hergestellt. 
 
Abb. 1-6: Zusammenfassung der C-terminalen Modulationsmechanismen von TRPC5-Kanälen.  . 
Positiv modulierende Interaktionen sind mit (+), inhibitorische mit (−) gekennzeichnet. Für Details zum 
Mechanismus siehe Text. (1) Ruhezustand, die Bindung von SESTD1 an PIP2 und von NHERF am C-
Terminus hemmen die TRPC5-Aktivierung (2) Gq-gekoppele GPCR-Stimulation spaltet PIP2. Es kommt 
zur Freisetzung des C-Terminus. IP3 setzt Ca2+ aus dem ER frei. Ca2+ sensitisiert TRPC5 direkt und 
über die Bindung von Calmodulin (CaM) an der hochaffinen Bindestelle CAMBII. NHERF dissoziert vom 
Kanal ab, TRPC5 wird DAG-sensitiv. (3) steigende [Ca2+]i wirken inhibitorisch, SESTD1 wird für den 
regenerierten PIP2-Pool sensitisiert. CaM verdrängt den IP3R aus der CIRB-Bindestelle. DAG aktiviert 
PKC, welche den C-Terminus phosphoryliert und so die Bindung von NHERF erleichtert. Ca2+-
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1.4.4 Pharmakologische TRPC5-Kanalmodulation 
Zu Beginn dieser Arbeit war die Auswahl an niedermolekularen Verbindungen zur 
TRPC5-Modulation gering, der Bedarf jedoch hoch. Aufgrund der umfangreichen und 
bisweilen unvollständig evaluierten Regulation von TRPC5-Kanälen ist der Einsatz der 
„endogenen“ Modulatoren in vitro und in vivo stark limitiert. Die frühesten 
Kanalmodulatoren 2-Aminoethoxydephenylborat (2-APB; Xu et al. 2005; Tai et al. 
2011) und SKF96365 (Davare et al. 2009; Shin et al. 2010; El-Hassar et al. 2011; Wu 
et al. 2016) waren zudem weder besonders potent, noch hinreichend selektiv. 
Erst 2010 gelang einer chinesischen Arbeitsgruppe die Identifikation eines 
pharmakologisch wirksamen TRPC5-Aktivators: des Phytoöstrogens Genistein (Wong 
et al. 2010, Abb. 1-7). Es besitzt eine halbmaximale Effektivkonzentration (EC50) von 
93 µM, zeigt jedoch ebenfalls unzureichende Selektivität. Genistein aktiviert den 
Östrogen-Rezeptor in nanomolaren Konzentrationen (Morito et al. 2001) und hemmt 
RTKs im niedrigen mikromolaren Bereich (Akiyama et al. 1987) und damit einen 
möglichen endogenen Aktivierungsmechanismus von TRPC5. Kurz darauf wurde das 
Antidiabetikum Rosiglitazon als TRPC5-Aktivator vorgestellt (Majeed et al. 2011b, 
Abb. 1-7). Mit einer EC50 von 30 µM war er dem Genistein überlegen, jedoch ebenso 
wenig selektiv: Mit einer EC50 von 5-10 µM wird der TRPM3-Kanal inhibiert (Majeed et 
al. 2011b). Die Hauptwirkung von Rosiglitazon ist zudem am „Peroxisom-Proliferator-
aktiviertem Rezeptor“ (PPAR), einem nukleären Rezeptor, der den Glucose- und 
Fettstoffwechsel beeinflusst (Übersichtsartikel: Malinowski & Bolesta 2000). Beide 
Wirkstoffe konnten sich nicht durchsetzen. 
Der erste TRPC5-Aktivator, der vielseitig eingesetzt werden konnte, war das Riluzol 
mit einer EC50 < 10 µM (Richter et al. 2014b, Abb. 1-7). Innerhalb der TRP-Familie 
zeigte Riluzol ein zufriedenstellendes Selektivitätsprofil. Allerdings blockiert es in 
Neuronen Na+-Kanäle (Urbani & Belluzzi 2000) und die Glutamatfreisetzung 
(Kretschmer et al. 1998). Riluzol wird vor allem zur Therapie der amyotropen 
Lateralsklerose (ALS) eingesetzt, wenngleich seine Wirksamkeit kontrovers diskutiert 
wird (Übersichtsartikel: Miller et al. 2012). In der Zeit, in der diese Arbeit entstand, 
wurde mit Englerin A (EA, Abb. 1-7) ein weiterer TRPC5-Aktivator vorgestellt, der sich 
durch nanomolare Potenz auszeichnet (Akbulut et al. 2015). Auf EA wird im späteren 
Verlauf der Arbeit näher eingegangen.  
Unter den verfügbaren Inhibitoren für den TRPC5-Kanal gab es zu Beginn dieser 
Arbeit ebenfalls keine vorbehaltlos geeignete Verbindung. Resveratrol und 
Diethylstilbestrol (DES, Abb. 1-8) waren die ersten publizierten Inhibitoren. Die 
halbmaximalen inhibitorischen Konzentrationen (IC50) lagen im Bereich von 4-30 µM, 
wobei DES die wirkungsvollere Verbindung darstellte (Naylor et al. 2011). Obwohl DES 
keine strukturelle Ähnlichkeit zu Östrogen aufweist, ist es ein potenter Agonist am 
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Östrogenrezeptor und wurde in den 50er Jahren bei Komplikationen in der 
Schwangerschaft eingesetzt. Da die geborenen Kinder jedoch gehäuft an Vaginal- 
oder Hodenkrebs erkrankten, wird DES nicht mehr eingesetzt (Übersichtsartikel: Al 
Jishi & Sergi 2017). 
 
Abb. 1-7: Übersicht über die Entwicklung niedermolekularer TRPC5-Aktivatoren.                   . 
Gezeigt werden die Strukturformeln, Namen und EC50-Werte der bereits veröffentlichten TRPC5-
Aktivatoren. Falls verfügbar ist die Wirkung auf TRPC4-Kanäle ergänzt (n.d.: nicht 
determiniert/untersucht; - : keine Interaktion). Wong et al. (2010) identifizierten zudem das Genistein-
Derivat Daidzein, welches im Vergleich der beiden jedoch schlechter abschnitt. Details zu den einzelnen 
Verbindungen im Text. 
Im selben Jahr wurde mit ML204 der derzeit wohl am häufigsten eingesetzte 
TRPC5-Inhibitor publiziert. ML204 wurde im Rahmen eines Wirkstoffscreenings mit 
einer IC50 im niedrigen mikromolaren Bereich identifiziert. Allerdings inhibiert er nicht 
nur TRPC5-Kanäle, sondern gleichermaßen TRPC4 (Miller et al. 2011; Beckmann et 
al. 2017). Ähnlich verhielt es sich auch mit den Steroidderivaten. Der TRPC5-Kanal 
kann durch diverse natürliche und synthetische Steroidverbindungen inhibiert werden. 
Neben den Steroidrezeptoren wirken diese jedoch oft auch auf TRPM3-Kanäle 
(Majeed et al. 2011a, Abb. 1-8). Die Inhibitoren Galangin, Kaempferol, Quercetin und 
AM12 (Naylor et al. 2016, Abb. 1-8) werden strukturell ebenfalls in die Nähe der 
Steroide gestellt, da sie an Steroidrezeptoren binden können (Setchell & Cassidy 
1999; Morito et al. 2001).  
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Abb. 1-8: Übersicht über die Entwicklung niedermolekularer TRPC5-Inhibitoren.                    . 
Gezeigt sind Strukturformeln, Namen und IC50-Werte der bereits veröffentlichten TRPC5-Inhibitoren. 
Falls verfügbar, ist die Wirkung auf TRPC4-Kanäle ergänzt (n.d. nicht determiniert / untersucht; - keine 
Interaktion). * Beckmann et al. veröffentlichten die erste Konzentrations-Wirkungs-Beziehung für 
verschiedene Aktivierungen von TRPC5-Kanälen. + M084 stammt aus dem gleichen Screen wie ML204 
und diente Zhu et al als Grundlage zur Synthese von weiteren Derivaten mit teilweise besserer Potenz. 
# AM12 ist ein optimiertes Derivat natürlich vorkommender Flavone wie Galangin. Details zu den 
einzelnen Verbindungen im Text. 
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Oft ist die fehlende Spezifität das größte Problem. Der erste spezifischere Blocker 
war das Antihistaminikum Clemizol (Richter et al. 2014a). Die IC50 für TRPC5-Kanäle 
lag bei 1 µM, für TRPC4 bei etwa 6 µM. Bei Anwendung auf Neuronen zeigte sich 
jedoch ein bislang nicht erklärbarer Ca2+-Einstrom (unveröffentlichte Beobachtung). 
Sein Benzimidazol-Grundgerüst diente dennoch mehrfach als Ausgangspunkt 
gerichteter Synthesen (Zhu et al. 2015; Zhou et al. 2017). Auch wenn diese Derivate 
spezifischer zu wirken scheinen, sind sie in ihrer inhibitorischen Potenz dem Clemizol 
allenfalls gleichwertig. Kurz erwähnt werden soll an dieser Stelle Pico145, der erste 
TRPC5-Inhibitor mit nanomolarer Potenz (Rubaiy et al. 2017). Auf ihn wird ebenfalls 
im späteren Verlauf genauer eingegangen. 
 
1.5 Zielstellung 
Zu Beginn dieser Arbeit im Jahr 2014 war die Auswahl an niedermolekularen 
Verbindungen zur Modulation von TRPC5-Kanälen stark limitiert. Die wenigen 
verfügbaren Pharmaka waren weder besonders potent, noch hinreichend selektiv. Die 
Nachfrage nach neuen und geeigneten Modulatoren war hoch.  
Ziel dieser Arbeit sollte sein, im Rahmen eines großangelegten Screenings einer an 
chemischen Grundstrukturen breit aufgestellten Substanzbibliothek neue und effektive 
TRPC5-Modulatoren zu identifizieren. Um sicher zu stellen, dass diese Verbindungen 
den erforderlichen Anforderungen gerecht werden, sollten sie in umfangreichen 
Experimenten charakterisiert und validiert werden. Dazu gehören zum einen 
weitreichende Selektivitätstests innerhalb der TRP-Kanalfamilie und – wo erforderlich 
– auch darüber hinaus. Zum anderen sollten sich die neuen Verbindungen im 
Vergleich mit bereits etablierten Modulatoren als wirksam behaupten. Experimente der 
Wahl sollten hierbei fluorometrische Ca2+-Versuche und elektrophysiologische 
Ableitungen an Einzelzellen sein. 
Mit Hilfe von Struktur-Wirkungs-Beziehungen, auch unter Berücksichtigung 
chemisch nahverwandten Derivate und weniger potenter Verbindungen sollten nach 
Möglichkeit Rückschlüsse auf Wirkmechanismen und potenzielle Angriffspunkte 
gezogen werden. Diese könnten nicht nur der zukünftigen Weiterentwicklung 
aussichtsreicher Kanalmodulatoren dienen, sondern auch das Verständnis über den 
Aufbau und die Lage möglicher, bisher unidentifizierter Bindungsstellen des TRPC5-
Kanals fördern.  
Einen weiteren Schwerpunkt stellt die Heteromerpharmakologie dar. TRPC5 ist in 
der Lage sowohl mit TRPC1-, als auch mit TRPC4-Untereinheiten funktionale 
Kanalkomplexe zu bilden. Da die Stromspannungskennlinien bisweilen sehr ähnlich 
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und die Expressionsgebiete der drei TRP-Kanäle im ZNS oft überlappend sind, ist eine 
präzise Zuordnung oft erschwert. Diese ist jedoch für die Funktionsaufklärung von 
besonderer Bedeutung. Mit Hilfe der neu identifizierten Verbindungen soll daher auch 
die Pharmakologie heteromerer TRPC5-Kanalkomplexe untersucht werden.  
Letztlich sollen die neuen Modulatoren ihre Einsatzfähigkeit unter zunehmend 
physiologischen Bedingungen beweisen. Diese Arbeit kann dafür nur die Grundsteine 
legen, indem die Verbindungen auf native Zellen mit zuvor überprüfter, endogener 
Kanalexpression in einfachen in vitro-Szenarien getestet werden. Durch den Aufbau 
und die Pflege von Kontakten zu internationalen Arbeitsgruppen sollen der 
Forschungsgemeinde schließlich die Erkenntnisse und der Zugang zu den neuen 
Modulatoren gewährt werden. Die Modulatoren sollen im besten Fall belastbare 
Ergebnisse unter in vivo-Bedingungen ermöglichen, die zur weiteren Aufklärung der 





2 Material und Methoden  
2.1 Zelllinien und Zellkulturtechnik 
Die Experimente in dieser Arbeit wurden vor allem an Zelllinien mit stabiler oder 
transienter TRP-Kanalüberexpression und an Zellen mit endogener TRP-
Kanalexpression durchgeführt. Der folgende Abschnitt behandelt die grundlegenden 
Prinzipien der Zellkultur, stellt die verwendeten Zelllinien und ihre Kulturbedingungen 
vor, beschreibt die transiente Transfektion von HEK-Zellen und Präparation von 
Primärzellen sowie alle nötigen Vorbereitungen für den experimentellen Teil. 
 
2.1.1 Auflistung der Verbrauchsmaterialien  
 
Materialien zur Passagierung und Zellaussaat Hersteller Nr. 
384 well-Mikrotiterplatten, binding  Greiner Bio-One 781094 
384 well-Mikrotiterplatten, non-binding  Greiner Bio-One 781906 
96 well-Mikrotiterplatten  Sarstedt 82.1582 
B-27-Supplement B-27 Thermo Fisher 17504044 
Deckgläschen, rund (25 mm)  Th. Geyer 6080195 
Falcon-Kulturschale (35 mm)  Corning 430165 
Phosphat-gepufferte Salzlösung PBS Sigma Aldrich D8537 
Poly-L-Lysin PLL Sigma Aldrich P9155 
Serologische Pipetten 2 ml  Sarstedt 86.1252 
Serologische Pipetten 5 ml  Sarstedt 86.1253 
Serologische Pipetten 10 ml  Sarstedt 86.1254 
Trypanblau  Sigma Aldrich T8154 
Trypsin  Sigma Aldrich 59418C 
Trypsin/EDTA  Sigma Aldrich T3924 
Trypsininhibitor  Sigma Aldrich T9253 
Zellkulturflasche, 75 mm²  T75 Greiner Bio-One 658175 
Zellkulturflasche, 25 mm² T25 Greiner Bio-One 690175 
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Zellkulturmedien und Puffer Hersteller Nr. 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(High Glucose) 
DMEM/HG Sigma Aldrich D5671 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / 
F-12, GlutaMAX™ supplement 
F12 Thermo Fisher. 31331-028 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / 
Ham’s F-12 
Ham’s Biochrom F0815 
Hank’s Balanced Salt Solution HBSS Thermo Fisher 14175095 
Fetales Kälberserum FCS Gibco 8933D 
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium IMDM Sigma Aldrich I3390 
L-Glutamin L-Glut Sigma Aldrich G7513 
Minimum Essential Medium MEM Sigma Aldrich M2279 
Penicillin-Streptomycin P-S Sigma Aldrich P0781 
 
Selektionsmarker & Induktionsmittel Hersteller Nr. 
Blasticidin  InvivoGen ant-bl-1 
Geneticin G418 Thermo Fisher 10131027 
Tetrazyklin  Sigma Aldrich T7660 
Zeocin  InvivoGen ant-zn-1 
 
2.1.2 Allgemeine Zellkultur 
Alle Zellkulturen wurden bis zu ihrer Verwendung in einem abgedunkelten 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 gelagert (Hera Cell 150, Heraeus Instruments, 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Für die Kultur wurden T75 
Zellkulturflaschen sowie ein für jede Zelllinie abgestimmtes Kulturmedium (Tab. 2-1) 
verwendet. Sobald etwa 80 % des Flaschenbodens mit einer einlagigen Zellschicht 
bewachsen waren (80 % Konfluenz), wurden die Zellen abgelöst und vereinzelt 
(passagiert). Die Zellzahl wurde dabei so gewählt, dass in der Regel alle zwei Tage 
eine neue Passage möglich war.  
Dazu wurde unter einer Sterilbank (Hera Safe, Heraeus Instruments) das 
Kulturmedium abgezogen und die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlösung 
(phosphate buffered saline, PBS) gewaschen, um Reste des Kulturmediums zu 
entfernen. Anschließend wurden die Zellen mit 2 ml einer 0,05-prozentigen 
Trypsinlösung behandelt und vorsichtig abgelöst. Sobald die adhärent wachsenden 
Zellen begannen sich abzukugeln, wurde das Trypsin entfernt und durch Zugabe von 
10 ml neuen Mediums vom Flaschenboden gewaschen. Durch vorsichtiges auf- und 
abpipettieren wurden die Zellen vereinzelt. Für eine Passage im Zwei-Tagesrhythmus 
wurden in der Regel 2/3, für eine Passage im Drei-Tagesrhythmus 9/10 des Mediums 
und damit der Zellen aus den Flaschen entfernt. Diese Zellen wurden für Experimente 
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eingesetzt oder verworfen. Die Kulturflasche mit den übrigen Zellen wurde mit Medium 
auf ein Gesamtvolumen von 15 ml aufgefüllt und im Brutschrank aufbewahrt. Alle drei 
bis fünf Passagen wurden die Kulturflaschen ausgetauscht. 
Tab. 2-1: Überblick über die in dieser Arbeit verwendeten HEK293-Zelllinien mit stabiler TRP-
Kanalexpression und die Zusammensetzung der dazugehörigen Kulturmedien. Abkürzungen siehe 
Übersicht unter 2.1.1. FCS 10 %, L-Glut und P-S je 1 %. 
Zelllinie Spezies Medium 
Zusätze 
FCS L-Glut P-S Selektionsmittel 
HEK293 H. sapiens MEM X X X kein 
TRPC3 H. sapiens MEM X X X 1,0 mg/ml G418 
TRPC4 M. musculus MEM X X X 1,0 mg/ml G418 
TRPC5 M. musculus DMEM/HG X X X 
15 µg/ml Blasticidin, 
100 µg/ml Zeocin 
TRPC6 H. sapiens MEM X X X 1,0 mg/ml G418 
TRPC7 H. sapiens MEM X X X 1,0 mg/ml G418 
TRPA1 H. sapiens DMEM/HG X X X 1,0 mg/ml G418 
TRPM2 H. sapiens Ham’s X X X 0,8 mg/ml G418 
TRPM3 M. musculus MEM X X X 0,5 mg/ml G418 
TRPM8 H. sapiens MEM X X X 1,0 mg/ml G418 
TRPV1 R. norvegicus MEM X X X 0,5 mg/ml G418 
TRPV2 R. norvegicus MEM X X X 0,8 mg/ml G418 
TRPV3 R. norvegicus MEM X X X 0,5 mg/ml G418 
TRPV4 M. musculus MEM X X X 0,5 mg/ml G418 
 
 
2.1.3 Das Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Nicht alle verwendeten Zelllinien befanden sich die gesamte Zeit in Kultur. Wurde 
eine Zelllinie nicht benötigt, so wurde sie in einem Tank mit flüssigem Stickstoff zur 
späteren Verwendung eingefroren und aufbewahrt. Dazu wurde eine T75-
Zellkulturflasche bis mindestens 80 % Konfluenz bewachsen und die Zellen wie unter 
Abschnitt 2.1.2 beschrieben passagiert. Die in Medium aufgenommenen Zellen 
wurden bei 600 Umdrehungen pro Minute (U/min) bei Raumtemperatur (RT) für vier 
Minuten zentrifugiert (Labofuge 400R, Heraeus Instruments). Das Medium wurde 
vorsichtig entfernt ohne das Zellpellet zu beschädigen, welches anschließend mit 3 ml 
FCS resuspendiert wurde, in dem 7 % hochreines Dimethylsulfoxid (DMSO, cell 
culture grade A3672, AppliChem, Darmstadt, Germany) gelöst war. Die Suspension 
wurde zu gleichen Teilen in drei Cryoröhrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland) überführt und für 24 h bei −20°C und anschließend für 24 h bei −80°C 
gelagert, ehe sie in den Stickstofftank überführt wurde. 
Zum Auftauen der Zellen wurde eine T25-Zellkulturflasche mit 5 ml Medium für 30 
Minuten im Brutschrank aufbewahrt, um Temperatur und pH-Wert zu equilibrieren. 
Zudem wurde ein 15 ml Falcon-Röhrchen mit 5 ml Medium bereitgelegt. Anschließend 
wurden die Cryoröhrchen dem Stickstofftank entnommen und im Wasserbad bei 37°C 
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aufgetaut. Der gesamte Inhalt wurde in das Falcon-Röhrchen überführt und 
anschließend bei 600 U/min für 5 Minuten bei RT zentrifugiert (Labofuge 400R, 
Heraeus Instruments), um mit dem Überstand möglichst alle DMSO-Reste zu 
entfernen. Das Pellet wurde mit 1 ml equilibriertem Medium resuspendiert und in die 
vorbereitete T25 Flasche pipettiert, welche schließlich im Brutschrank gelagert wurde. 
Nach 24 h erfolgte wenn nötig ein Mediumwechsel um abgestorbene oder nicht 
anhaftende Zellen zu entfernen. Sobald die T25-Flasche konfluent bewachsen war, 
wurden die Zellen mit der nächsten Passage in eine T75-Flasche überführt. 
Die Anzahl der Passagen, die nach dem Auftauen nötig waren, bis eine Zelllinie 
einsatzfähig war, unterschied sich zum Teil erheblich. Während HEK-Zellen mit 
TRPM2-, TRPM3- oder TRPV1-Expression direkt nach der ersten Passage verwendet 
werden konnten, brauchten Zellen mit TRPC5- oder TRPA1-Expression zahlreiche 
Passagen, ehe sie reproduzierbare Antworten auf Stimulation zeigten. HEKTRPC5-
Zellen konnten frühestens drei Wochen nach dem Auftauen zuverlässig induziert 
werden. Die TRPM8-Zelllinie reagierte wiederum zwischen den Passagen 4-8 am 
Zuverlässigsten auf Stimulation. 
 
2.1.4 Das Beschichten von Zellkulturplättchen  
Für die meisten Experimente wurden die Zellen auf runden 25 mm Deckgläschen 
mit Poly-L-Lysin-(PLL)-Beschichtung ausgesät und bis zur Verwendung im 
Kühlschrank gelagert. Für die Beschichtung wurde eine 0,001 prozentige PLL-Lösung 
hergestellt. Die zu beschichtenden Deckgläschen wurden unter der Sterilbank in 
sterilen 35 mm Polystyrol-Kulturschalen gelegt, mit je 1 ml PLL bedeckt und für 
30 Minuten inkubiert. Anschließend wurde das PLL abgezogen und bis zu zwei Mal 
wiederverwendet. Die Deckgläschen wurden anschließend mit 2 ml PBS gewaschen 
und für weitere 30 Minuten unter der Sterilbank zum Trocknen aufbewahrt. 
Anschließend wurden sie verpackt und bis zur Verwendung im Kühlschrank gelagert. 
In der Regel wurden sie nach spätestens vier Wochen verbraucht oder ersetzt. 
 
2.1.5 Die Induktion der TRPC5-Expression 
Da sich TRPC5-überexprimierende HEK293-Zellen seltener teilten als native 
HEK293-Zellen, wurde die Expression von TRPC5 mit Hilfe eines Tetrazyklin-
abhängigen Expressionssystems reguliert. Dafür wurde dem Zellkulturmedium nach 
der letzten Passage 100 ng/µl Tetrazyklin beigemischt, wobei sich 30-36 h als optimale 
Induktionszeit herausstellte. Nach der Induktion erfolgte keine weitere Passagierung, 
weshalb HEKTRPC5-Zellen in der Regel am Vortag für Experimente vorbereitet wurden. 
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2.1.6 Die Transfektion von HEK293-Zellen  
Zur Expression heteromerer Kanalkomplexe oder in Fällen, in denen keine 
geeignete stabile Zelllinie zur Verfügung stand, wurden HEK293-Zellen transient mit 
verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert (Tab. 2-2). Dazu wurden die Zellen 
am Vortag auf PLL-beschichteten Deckgläschen in 35 mm Zellkulturschalen ausgesät 
und in etwa mit 2 ml MEM-Kulturmedium im Brutschrank aufbewahrt, sodass sie am 
Tag der Transfektion in etwa zu 70 % konfluent waren. 
Als Transfektionsreagenz wurde JetPei (Polyplus transfection, Strasbourg, 
Frankreich) nach den Vorgaben des Herstellers verwendet. Zusammengefasst wurden 
pro Ansatz 3 ng DNA und 6 µl JetPei in je 100 µl einer steril filtrierten 140 mM NaCl-
Lösung gelöst. Dann wurden beide Lösungen zusammengeführt und gründlich 
gemischt. Nach 30-minütiger Inkubationszeit wurden die 200 µl vorsichtig und 
gleichmäßig auf die zuvor vorbereiteten Zellen aufgebracht. 
Nach weiteren 24 h Inkubationszeit im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 und 
entsprechender Expressionskontrolle wurden die Zellen für die Experimente 
verwendet. Um in Co-Transfektionen mit TRPC1 verlässlich die heteromer-typische 
Stromantwort in elektrophysiologischen Experimenten messen zu können, musste 
TRPC1 im deutlichen Übergewicht von 3:1 gegenüber dem zweiten TRPC-Kanal 
eingesetzt werden (2,25 ng / 0,75 ng). 
Tab. 2-2: Überblick über die für die Transfektion verwendeten TRPC-Plasmide. 
Zelllinie Spezies Vektor Tag 
TRPC5 
M. musculus pcDNA3 
N-terminales CFP 
N-terminales YFP 
H. sapiens pCMV6-XL5 kein 
TRPC4β 
M. musculus pcDNA3 N-terminales YFP 
H. sapiens pcDNA3 N-terminales YFP 





2.1.7 Immortalisierte Zelllinien mit endogener TRPC5-Expression 
Zwei Zelllinien mit endogener TRPC5-Expression wurden in dieser Arbeit 
verwendet (Tab. 2-3). U87 ist eine Glioblastom-Zelllinie mit publizierter TRPC5-
Expression (Wang et al. 2009; Richter et al. 2014b). Zudem wurde die endogene 
Expression im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres Mal bestätigt (Tab. 3-4).  
Bei NTERA2 handelt es sich um eine Teratom-Zelllinie, deren endogene TRPC5-
Expression den Datenbanken „AvaSysBio“ und „Proteinatlas“ entnommen (s. Anhang 
6.2) und ebenfalls über eine qPCR abgesichert wurde (Tab. 3-4). Die Zellen wurden 
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zusätzlich zu eigenen Beständen aus der Arbeitsgruppe Prof. Bicker (Institut für 
Zellbiologie, Tierärztliche Hochschule Hannover) bezogen. 
Tab. 2-3: Überblick über die in dieser Arbeit verwendeten Zellen mit nativer TRPC5-Expression und die 
Zusammensetzung der dazugehörigen Kulturmedien. Abkürzungen siehe 2.1.1. FCS 10 %, L-Glut und 
P-S je 1 %. 




IMDM FCS, L-Glut, P-S 
DMEM/HG FCS, L-Glut, 
NTERA2 / D2; 
NT2 
H. sapiens 
DMEM F12 FCS, L-Glut 
DMEM/HG FCS, L-Glut 
 
 
2.1.8 Hippocampale Rattenneurone 
Vor Beginn der Präparation wurden 25 mm Deckgläschen mit PLL beschichtet 
(siehe 2.1.4). Für eine hohe Zellausbeute wurden HBSS, sowie die herausnehmbare 
Bodenplatte des Binocular (SZ30, Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland) auf 4°C 
gekühlt. Präparierschalen und -bestecke wurden in Styroporboxen auf Eis gelagert. 
Für die spätere Aussaat der Zellen wurde Neurobasalmedium (NBM, versetzt mit 2 % 
B27 und 0,5 mM L-Glutamin) und DMEM/HG im Wasserbad bei 37°C gehalten. 
Zur Untersuchung von TRPC5 im Hippocampus wurden in Übereinstimmung mit 
der Literatur Rattenembryonen verwendet (Greka et al. 2003; He et al. 2012). Das 
Vorhaben wurde von der Landesdirektion Sachsen geprüft (T11/17) und gemäß den 
Vorgaben des Tierschutzgesetzes durchgeführt (BGBl. 2006 I S. 1206, 1313, zuletzt 
geändert 2017 durch BGBl. I S. 626). 
Am 18. Embryonaltag wurden trächtige Wistar-Rattenweibchen (Charles River, 
Sulzfeld, Deutschland) in tiefer Isoflurannarkose mit anschließender Dekaptitation 
euthanasiert. Die Embryonen wurden entnommen, die Wirbelsäule mit Scherenschnitt 
durchtrennt, das Gehirn vorsichtig herausgeschält und mit Pinzette von Hirnhäuten 
befreit. Mit einer Rasierklinge wurden Cerebellum und Bulbus olfactorius entfernt. 
Anschließend wurden die Hemisphären durch Sagittalschnitt getrennt. In der 
Mediansicht auf die Hemisphären diente der weißliche Corpus callosum als 
Orientierung, der ventral darunter liegende Hippocampus wurde durch vorsichtiges 
Hantieren mit feinen Spateln vom umliegenden Hirngewebe getrennt.  
Mehrere auf diese Weise isolierte Hippocampi wurden in einem 15 ml Falcon-
Röhrchen mit frischem, eiskaltem HBSS gesammelt, gewaschen und für 20 Minuten 
in 1,5 ml HBSS mit 0,05 % Trypsin/EDTA bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Der 
Überstand wurde abgezogen und durch Trypsininhibitor ersetzt (0,7 mg/ml in HBSS 
für 5 Minuten bei RT). Nach 5 Minuten zentrifugieren bei 80 g wurde der Überstand 
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abgezogen, durch 3 ml DMEM/HG ersetzt und erneut für 5 Minuten zentrifugiert. Dies 
wurde 2x wiederholt. Der Überstand wurde durch 1,5 ml DMEM ersetzt und das 
Gewebe durch Auf- und Abziehen mit einer 1000 µl Pipettenspitze vorsichtig trituriert, 
bis eine homogene Suspension entstand. Nach Zugabe von 5 ml DMEM/HG wurde 
erneut 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgezogen, mit 5 ml DMEM 
resuspendiert und die Zellzahl unter Verwendung von Trypanblau bestimmt. Es 
wurden 40.000 Zellen je PLL-beschichtetem Glascoverslip ausgesät und mit einer 1:1 
Mischung aus DMEM/HG und NBM (2 ml Gesamtvolumen) bei 7 % CO2 im 
Brutschrank kultiviert. 24 h nach der Aussaat erfolgte ein vollständiger Mediumwechsel 
(2 ml DMEM/HG). Während der Kultur wurde das Medium nach Bedarf etwa alle 3-4 




Die Lipiddoppelmembran lebender Zellen erlaubt eine Ladungstrennung zwischen 
Intra- und Extrazellularraum. Durch Ionen- und Protonenpumpen bauen Zellen einen 
elektrochemischen Konzentrationsgradienten auf, das Ruhemembranpotenzial einer 
Zelle. Es ergibt sich aus den Konzentrationsunterschieden der beteiligten Ionen, deren 
relativen Leitfähigkeiten und Gleichgewichtspotenzial. Das Ruhemembranpotenzial 
wird näherungsweise nach der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung berechnet (I) und 











UM = Membranpotenzial 
R = universelle Gaskonstante 
T = absolute Temperatur (K) 
F = Faraday-Konstante 
P = Permeabilität 
I = Ion (Na+, K+, Ca2+, Cl-) 
[Ik]a = Konzentration des Ion k extrazellulär 
[Ik]I = Konzentration des Ion k intrazellulär 
 
 
Das Membranpotenzial kann durch zwei Differentialelektroden gemessen werden, 
von denen eine im extrazellulären und eine im intrazellulären Raum positioniert ist. 
Wird die intrazelluläre Elektrode mit einer leitenden Flüssigkeit gefüllt (Glaskapillare, 
Glaspipette), kann durch das Anlegen einer Spannung das elektrochemische 
Gleichgewicht der Zelle manipuliert werden (patch-clamp-Technik, Neher & Sakmann 
1976). In Abhängigkeit des Membran- und Zugangswiderstandes der Pipette fließt ein 
Ausgleichsstrom über die Membran. Die Elektrophysiologie macht sich dies auf zwei 
unterschiedliche Weisen zu Nutze: Zum einen kann die Membranspannung durch 
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einen Feedback-Mechanismus so reguliert werden, dass der Nettostromfluss über die 
Membran konstant bleibt (Stromklemme / current-clamp). Aufgezeichnet wird dabei 
die zur Regulation nötige, an der Elektrode angelegte Spannung. Diese Methode 
eignet sich um spannungsabhängige Vorgänge wie Aktionspotenziale zellschonend 
aufzuzeichnen. Zum anderen kann über die intrazelluläre Elektrode eine feste 
Zielspannung angelegt werden, in deren Folge der über die Membran fließende 
Ausgleichstrom aufgezeichnet wird (Spannungsklemme / voltage-clamp). Diese 
Methode findet vor allem bei der Untersuchung von Ionenkanälen Anwendung und war 
Mittel der Wahl in dieser Arbeit.  
Die patch-clamp-Technik ermöglicht die Untersuchung von Ionenkanälen in 
verschiedenen Konfigurationen (Abb. 2-1). Maßgeblich ist bei allen die Herstellung 
eines Gigaseals, eines hochohmigen Widerstands im GΩ-Bereich, der einen nahezu 
dichten Abschluss von Pipettenrand und Membran bedeutet. In dieser Arbeit kamen 
die Ganzzellableitung und die inside-out Konfiguration zum Einsatz. Während die 
Ganzzellableitung die Summenströme über alle Ionenkanäle der Zelle darstellt, 
betrachtet die inside-out Konfiguration einen isolierten Membranfleck, in dem sich im 
besten Fall ein einziger Ionenkanal befindet. Da der Membranfleck von der Zelle 
entfernt wird, spielen cytosolische Faktoren in dieser Konfiguration nahezu keine Rolle. 
Sie eignet sich hervorragend zur Analyse des Kanalschaltverhaltens, der Offenzeit und 
Offenwahrscheinlichkeit (s. 2.2.3). 
 
Abb. 2-1: Konfigurationen der Patch-clamp-Methode.                                                                                              . 
Die Teilbilder zeigen die verschiedenen Patch-clamp-Konfigurationen. Dargestellt ist eine Patchpipette 
im Querschnitt (rechts oben), ein Auschnitt einer Beispielzelle mit Cytosol (Cyt, blau), Plasmamembran 
(PM, rot), Ionenkanälen (schwarz) und Extrazellularraum (Ex). Oben links sind für jedes Teilbild die 
Stromdiagramme (I) in Abhängigkeit einer über die Patchpipette angelegten Rechteckspannung (U) 
dargestellt. (A) Die Pipette mit angelegtem Überdruck wird der Zelle angenähert, was durch eine 
Verminderung der Stromamplitude erkennbar ist. (B) Der Überdruck wird abgelassen, die Membran 
verschließt die Pipettenöffnung, sodass ein gigaseal (Widerstand im GΩ-Bereich) entsteht (cell 
attached-Konfiguration). (C) Leichter Unterdruck reißt die Membran auf und stellt den Zellzugang her 
(Ganzzellkonfiguration, whole cell), Pipettenlösung und Cytosol vermischen sich. Eine anliegende 
Rechteckspannung lädt die Zellmembran auf, es zeigen sich kapazitive Stromspitzen im 
Stromdiagramm. (D) Ausgehend von (B) wird die Pipette von der Membran abgezogen. Es wird ein 
Membranfleck mit wenigen Kanäle herausgerissen. Die Innenseite der Zellmembran ist der Badlösung 
ausgesetzt (inside-out). 
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In der Ganzzellableitung kommt es zum Austausch des Cytosols mit der 
Pipettenlösung und eventuell zum Verlust für die Kanalfunktion wichtiger cytosolischer 
Faktoren. Die Geschwindigkeit der Durchmischung nimmt mit der Größe der 
Pipettenöffnung zu. Eine große Pipettenöffnung wird jedoch zur effektiven 
Übertragung der angelegten Spannung auf die Zelle benötigt. Die Zellmembran ist 
vergleichbar mit einem Plattenkondensator, der bei Spannungsänderung umgeladen 
werden muss. Die Kapazität C der Zelle, d. h. ihre Fähigkeit zur Aufnahme von Ladung, 
hängt von der Beschaffenheit und Fläche ihrer Membran ab. Biologische Membranen 
besitzen in etwa eine Kapazität von 1 µF/cm2 (Adam et al. 2009). Aus der Definition 
der Kapazität folgt, dass dieser Prozess zeitabhängig ist (C = t⋅ I⋅ U-1). Die für die 
Umladung der Zellmembran nötige Zeit τ hängt sowohl von der Größe der Zelle als 
auch vom Widerstand der Pipette ab (II). Erst nach dieser Umladezeit liegt die 
gewünschte Spannung tatsächlich an der Zelle an. 
(II) 𝜏 = 𝑅 ∙ 𝐶   
τ = Zeitkonstante [s] 
R = Widerstand [Ω] 
C = Kapazität [F] bzw. [A∙s∙V-1] 
 
Für eine beispielhafte, kugelige Zelle von 20 µm Durchmesser und einem 
Pipettenwiderstand von 10 MΩ ergibt sich eine Zeitkonstante von 126 µs (III). Ein 
Plattenkondensator gilt gemeinhin nach 5τ als aufgeladen, d.h. nach 630 µs.  
(III) CZ = CM ∙ 4πr² 
CZ = Kapazität der Zelle [µF] 
CM = Kapazität biol. Membranen (1 µF cm-2) 
r = Radius der Zelle [cm] 
 
Allerdings sind Membranen keine perfekten Kondensatoren. Durch Ionenkanäle 
sowie aktive und passive Transportmechanismen fließen beständig Ströme, was durch 
ein Membranmodell mit Parallelschaltung angenähert werden kann (Abb. 2-2). Der 
Widerstand biologischer Membranen liegt zwischen 1-105 Ω/cm² (Adam et al. 2009), 
welcher sich aufgrund der Reihenschaltung zum Pipettenwiderstand addiert, jedoch in 
der Regel vernachlässigbar ist. Maßgeblich bleibt der (serielle) Widerstand der Pipette. 
Hohe Pipettenwiderstände verzögern die Umladung und führen bei schnellen 
Spannungssprüngen und schlechtem Zellzugang zum sogenannten Spannungsfehler 
(Abweichung von Sollspannung und tatsächlicher Zellspannung). Zur Minimierung 
sollte die Pipettenöffnung möglichst weit sein (in dieser Arbeit zwischen 3-6 MΩ, bei 
Zellzugang <10 MΩ) oder der Serienwiderstand kompensiert werden (standardmäßig 
zu 70 %). Grundlage der Kompensation ist ein positiver Feedback-Mechanismus, der 
die am Verstärker ausgehende Spannung VA erhöht, indem zur Sollspannung VS in 
Abhängigkeit des Pipettenwiderstands ein Faktor K ergänzt wird: VA = VS + VK. Aus 
dem Ohm’schen Gesetz folgt, dass sich der Stromfluss über die Pipette erhöht, analog 
zu einer Verringerung des Pipettenwiderstandes. 
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Abb. 2-2: Schematische Darstellung des Patch-Clamp-Stromkreises.                                             . 
Der Differentialverstärker bestimmt den Spannungsunterschied von intrazellulärer Pipette und 
Referenzelektrode. Die Spannung der Referenzelektrode ergibt sich aus den über den 
Zellmembranwiderstand (Leckströme und Kanalschaltereignisse) und den beiden Kondensatoren 
(Pipettenwand und Zellmembran) fließenden Strömen. Die Spannung der intrazellulären Elektrode 
entspicht im Idealfall der Ausgangsspannung VA am Verstärker. Bei Abweichung von der Sollspannung 
(VS) wird VA über einen Feedback-Mechanismus Rf gegenreguliert. Dazu wird in Abhängigkeit von VA 
und IP die Sollspannung um einen Kompensationsfaktor K erhöht, bis VS = VA erreicht ist. Hohe 
Zugangswiderstände der Pipette (RP + RE) können durch Kompensation scheinbar ausgeglichen 
werden. Abbildung verändert nach Molleman 2008; Barbour 2014. 
 
2.2.1 Setup 
Die Zellen wurden auf Deckgläschen in einer 500 µl großen Messkammer (20KZ, 
Warner Instruments, Hamden, CT, USA) unter Sichtkontrolle am Mikroskop gepatcht 
(AxioVert 100, Carl-Zeiss, Jena, Deutschland), unter Verwendung eines 
Mikromanipulators und eines schwingungsgedämpften Tisches (TMC, Peabody, MA, 
USA). Zusätzliche Beleuchtung lieferte eine EXFO x-Cite 120Q (Excelitas 
Technologies, Mississauga, Kanada). Die Applikation von Puffern und Wirkstoffen 
wurde über ein gravitationsgetriebenes Achtkanal-Perfusionssystem realisiert (VC-8, 
Warner Instruments). Die Patchpipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren 
(GB150F-8P, Science Products, Kamenz, Deutschland) mit einem Widerstand von 3-
6 MΩ für Ganzzellableitungen und 10-15 MΩ für inside-out Messungen gezogen. Dazu 
wurde ein Temperatur-kontrollierter, vertikaler Pipettenpuller verwendet (PIP6, HEKA 
Products, Lambrecht/Pfalz, Deutschland). Die Spitzen der Pipetten wurden mit einem 
Filamentdraht hitzepoliert (Micro Forge MF-830, Narishige Group, Japan), blasenfrei 
mit Pipettenlösung befüllt und an die Headstage (CV-203BU, Molecular Devices, San 
Jose, CA, USA) des Verstärkers (Multiclamp 700 B, Molecular Devices) gesteckt. Als 
Elektrode diente chlorierter Silberdraht. Die Signale wurden durch einen Analog-
Digital-Wandler (Digidata 1440A, Molecular Devices) digitalisiert und mit Software des 
pCLAMP-Pakets (Axon, Molecular Devices) aufgezeichnet (Clampex v.10.5) und 
ausgewertet (Clampfit, v.10.5). 
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2.2.2 Puffer und Lösungen 
Für die elektrophysiologischen Messungen kamen verschiedene Puffer zum Einsatz 
(Tab. 2-4). Der Standardpuffer wurde für Messungen an HEK293-Zellen mit und ohne 
TRP-Kanalexpression verwendet. Die freie Ca2+-Konzentration der Pipettenlösung lag 
bei ~200 nM (berechnet mit MaxChelator, Bers et al. 2010). Für Messungen an 
NTERA2-Zellen wurde der pH der Standardbadlösung von 7,4 auf 7,3 abgesenkt. Um 
hochohmige Seals an hippocampalen Neuronen zu erleichtern, wurden die 
Standardpuffer auf 290 mOsm bzw. 270 mOsm (-7 %) verdünnt. Zudem wurde die 
freie Mg2+-Konzentration von 80 µM der Standard-Pipettenlösung auf 0,7 mM 
angehoben (MaxChelator), um endogen exprimierte TRPM7-Kanäle zu blocken (Wei 
et al. 2007).  
Tab. 2-4: Zusammensetzung der einzelnen Puffer für elektrophysiologische Messungen. Es wird 
zwischen der Bad- und der Pipettenlösung unterschieden, sowie nach der jeweiligen Konfiguration und 
der verwendeten Zelllinie. Die Angaben beziehen sich auf die Konzentration in mM. HEK: 
Standardpuffer für alle HEK293-Zelllinien; i/o: inside-out Konfiguration; NT2: NTERA2-Zellen, cosm: 
theoretische osmotische Konzentration in mOsm/l. 
Lösung Badlösung Pipettenlösung 
Konfig. Ganzzellableitung i/o Ganzzellableitung i/o 
Zellen HEK + U87 NT2 Neur. HEK HEK + U87 NT2 Neur. HEK 
NaCl 140 140 132 - - -  140 
CsCl 5 5 4,7 115 115 115 108 5 
MgCl2 2 2 1,9 2 2 2 4,7 2 
CaCl2 1 1 1 5,7 5,7 5,7 5,7 1 
HEPES 10 10 9,4 10 10 10 9,4 10 
Na2ATP - - - - 5 5 4,7 - 
NaGTP - - - - 0,1 0,1 0,1 - 
EGTA - - - 10 10 10 9,4 - 
cosm 309 309 290 273 290 290 271 309 
pH-Wert 7,4 7,3 7,4 7,2 7,2 7,2 7,2 7,4 
 
 
2.2.3 Protokolle und Auswertung 
In der Ganzzellkonfiguration wurden Spannungsrampen im Intervall von 1 s 
angelegt. Die Daten wurden mit einem 2 kHz Bessel-Filter 4. Ordnung gefiltert und mit 
einer Frequenz von 5 kHz aufgezeichnet. Eine Messzyklus dauerte 700 ms und setzte 
sich zusammen aus einem Sprung auf -100 mV (100 ms) und der Rampe selbst, 
einem linearen Anstieg auf 100 mV (über 500 ms), der für weitere 100 ms Bestand 
hatte. Im Interstimulusintervall (ISI) lag die Haltespannung bei 0 mV. Für die 
Konzentrations-Wirkungsbeziehung von BTD und Ableitungen an Neuronen wurden 
Spannungsrampen von -70 bis +70 mV angelegt. Um die Neurone zusätzlich zu 
schonen, betrug das ISI 5 s, die Rampendauer 200 ms und die Haltespannung 
während des ISI -70 mV. Die maximalen Amplituden der Einwärts- und 
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Auswärtsströme wurden an den 100 ms langen Plateaus der Anfangs- und Endpunkte 
der Rampe bei ±100 mV als Mittelwert der mittleren 50 ms (d.h. 250 Messwerte) 
bestimmt und im Zeitverlauf aufgetragen. 
Die Stromspannungskennlinien der Kanäle wurden mit Hilfe einer selbst erstellten 
Excel-Vorlage (v.2010, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) aus den 
Spannungsrampen rekonstruiert. Die Rampen der Hippocampusneurone (Abb. 3-23) 
mussten aufgrund des hohen Signal-Rausch-Verhältnisses weiter bearbeitet werden. 
Vor Applikation eines Wirkstoffs wurden fünf Rampen als Referenz aufgezeichnet und 
gemittelt (x̅R1). Nach zwei Minuten wurde in gleicher Weise erneut ein Mittelwert von 
fünf Rampen bestimmt (x̅M1). Daraus wurde die Differenz x̅M1 − x̅R1 gebildet, die im 
Falles eines Verlaufs nahe null als Kriterium für die Stabilität der Messung angesehen 
wurde. Zwei Minuten nach Zugabe von BTD wurden weitere fünf Rampen gemittelt 
(x̅M2). Die I/V-Kurve nach BTD-Applikation ergab sich aus x̅M2 − x̅M1. Nach dem 
Auswaschen von BTD erfolgte eine letzte Messung von fünf Rampen (x̅R2). Der 
Vergleich x̅R2 − x̅R1 diente als Kontrolle des Washout. 
Einzelkanalmessungen in der inside-out Konfiguration wurden bei definierten 
Haltepotenzialen (-90, -70, -50, -30, 50, 70 mV) vorgenommen. Aufgrund der 
Orientierung des Membranflecks musste beim Anlegen der Haltespannung auf die 
Änderung des Vorzeichens geachtet werden. Die Kanalschaltereignisse wurden für 
jedes Haltepotenzial mit einem 2 kHz Bessel-Filter 4. Ordnung gefiltert und mit einer 
Frequenz von 10 kHz aufgezeichnet. Aus jeweils 30 s Intervallen wurde die 
Offenwahrscheinlichkeit Po des Kanals als Quotient aus Offenzeit to und Messzeit tges 
bestimmt. Zur Bestimmung der Offenzeit wurden für jede Haltespannung die 
Stromlevel des geschlossenen und offenen Kanalzustands festgelegt (vgl. Abb. 
3-20A). Falls der Membranfleck mehr als einen Kanal enthielt, konnte es mehrere 
Offenlevel geben, die jedoch nicht der tatsächlich im Membranfleck enthaltenen Zahl 
funktionaler Kanäle entsprechen muss. Die Kanalaktivität wird daher als Produkt der 
unbekannten Anzahl von Kanälen (n) und deren Offenwahrscheinlichkeit (P0) als nP0 
angegeben und kann auch Werte >1 annehmen. Die Leitfähigkeit des Kanals ergibt 
sich als Quotient aus gemessener Stromstärke der Offenlevel und angelegter 
Spannung (vgl. Abb. 3-20C). 
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2.3 Messungen der cytosolischen Ca2+-Konzentration 
Für alle Ca2+-Messungen kam standardmäßig eine HEPES-gepufferte Salzlösung 
(HBS-Puffer) zum Einsatz. Sie setzte sich zusammen aus (in mM): 132 NaCl, 
10 HEPES, 6 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 5,5 Glucose. Die osmotische Konzentration lag 
bei 292 mOsm, der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. 
Zur Detektion des intrazellulären Ca2+ kamen zwei verschiedene Ca2+-Indikatoren 
zum Einsatz, Fura-2 und Fluo-4 (Abb. 2-3). Da die beiden Ca2+-Indikatoren nicht 
membrangängig sind, wurden die Zellen zur Beladung für jeweils 30 min bei 37°C mit 
Acetoxymethylestern (AM) der beiden Verbindungen inkubiert, die eine Aufnahme in 
die Zellen ermöglichten. In den Zellen wurde das AM durch Esterasen abgespalten 
und überschüssige Moleküle durch Puffer- oder Medienwechsel entfernt. 
 
Abb. 2-3: Excitations- und Emissionsspektren der verwendeten Ca2+-Indikatoren.                        . 
Fura-2 kann als rationmetrischer Ca2+-Indikator im UV-Bereich bei 340 nm (Ca2+-gebundene) und bei 
380 nm (Ca2+-freie Form) angeregt werden und erlaubt dadurch die Quantifizierung der cytosolischen 
Ca2+-Level. Fluo-4 fluoresziert nur in Ca2+-gebundener Form, kann jedoch im sichtbaren Spektrum des 
Lichts angeregt werden. 
 
Fura-2 kann Ca2+ mit einer Dissoziationskonstante (KD) von 224 nM binden 
(Grynkiewicz et al. 1985). In ungebundener Form hat es ein Anregungsmaximum bei 
367 nm, welches sich nach Ca2+-Bindung zu 337 nm verschiebt und bei 358 nm einen 
isosbestischen Punkt besitzt. Die Emission beider Formen liegt bei etwa 507 nm, die 
Fluoreszenz ist in gebundener Form jedoch größer. Das Verhältnis der Emission von 
gebundener und ungebundener Form zeigt einen quasi linearen Zusammenhang 
(Kong & Lee 1995), der die Quantifizierung der Ca2+-Konzentration ermöglicht. 
Fluo-4 besitzt das Anregungsmaximum bei 488 nm und emittiert nur in Ca2+-
gebundener Form, mit einem Maximum bei 517 nm (Abb. 2-3). Daher kann Fluo-4 in 
Kombination mit PVC-Materialien wie Screening-Platten eingesetzt werden, die bei 
Anregung mit UV-Licht selbst fluoreszieren würden, erlaubt jedoch keine spektrale 
Kalibration des gemessenen Fluoreszenzsignals. Mit einer KD von 345 nM ist Fluo-4 
in einem Bereich von 100 nM bis 1 µM Ca2+-sensitiv, insbesondere für kleine 
Konzentrationsänderungen (Gee et al. 2000). 
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Zellen besitzen mehrere intrazelluläre Ca2+-Speicher, darunter im 
Endoplasmatischen Retikulum (ER). Zur Differenzierung der Ca2+-
Freisetzungsmechanismen wurden die Zellen in einigen Experimenten mit 
Thapsigargin behandelt. Thapsigargin inhibiert die Ca2+-ATPase des ER (SERCA) und 
bewirkt eine indirekte Entleerung dieser Ca2+-Speicher in das Cytosol (Thastrup et al. 
1990; Lytton et al. 1991). Ca2+-ATPasen der Zellmembran stellen innerhalb weniger 
Minuten das cytosolische Ca2+-Basalniveau wieder her. 
 
2.3.1 Fluorometrische Ca2+-Messungen 
Ca2+-Messungen am Fluorescence Imaging Plate Reader (FLIPR) wurden zur 
Erstellung von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen verwendet und beim Screening 
der Wirkstoffbibliothek ChemBioNet eingesetzt. Am FLIPR konnten Veränderungen 
der [Ca2+]i mit Mikrotiterplatten im 384 well-Format gemessen werden. Das Kernstück 
des FLIPR bildete ein 4x4 LED Array, der über einen Farbteiler auf die Mikrotiterplatte 
gelenkt wurde. Die Fluoreszenzemission wurde mit einer Kamera aufgezeichnet (Zyla 
5.5, Andor Technology Ltd., Belfast, UK) (Abb. 2-4). Der FLIPR wurde in einem 
Gehäuse (Freedom EVO100, Tecan, Männedorf, Schweiz) mit einem 96 
Pipettenspitzen tragenden Pipettierarm untergebracht (MCA96, Tecan), der über eine 
Software (Freedom EVOware 2 Standard v2.3 SP4, Tecan) mit selbst geschriebenen 
Protokollen gesteuert wurde (programmiert von Prof. Dr. Michael Schaefer, PD Dr. 
Kerstin Hill und Holger Beckmann) und die Applikation der Wirkstoffe ermöglichte. Die 
Auswertung der aufgezeichneten Fluoreszenzdaten erfolgte mehrstufig über selbst 
geschriebene Makros in ImageJ (programmiert von Prof. Dr. Michael Schaefer) und 
Excel (v2010, Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA; programmiert von Prof. Dr. 
Michael Schaefer, Stephanie Häfner und Holger Beckmann).  
 
Abb. 2-4: Schematischer Aufbau des FLIPR.         . 
Ein Leuchtdiodenarray emittiert 460 nm Licht, welches 
über eine Sammellinse annähernd kollimiert wird. Der 
Lichtstrahl wird durch einen dichroiden Spiegel auf die 
Probe gelenkt und regt Ca2+-gebundenes Fluo-4 in den 
Zellen an. Das emitierte Fluoreszenzsignal passiert den 
Spiegel und wird auf eine Kamera fokussiert.  
 
 
Für Messungen am FLIPR wurden die Zellen mit Fluo-4 beladen. Die Beladung 
erfolgte stets in Kulturmedium und unterschied sich je nach Zelltyp. Die meisten 
Zelllinien konnten in Suspension gemessen werden, die Beladung erfolgte nach 
Ablösen einer konfluent bewachsenen Kulturflasche in einem 15 ml Falcon-Röhrchen 
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bei 37°C. Für eine 384-well-Mikrotiterplatte wurden die Zellen einer Kulturflasche in 5-
10 ml Medium aufgenommen und mit 2 µM Fluo-4 AM (4 µM für TRPC3, TRPC6, 
TRPC7 exprimierende Zellen) versetzt. Nach 30 min bei 37°C wurden die Zellen für 
3 min bei 600 U/min zentrifugiert (Labofuge 400R, Heraeus Instruments). Der 
Überstand wurde vorsichtig abgezogen und das Zellpellet mit 6 ml HBS resuspendiert. 
Je Vertiefung der 384-well-Mikrotiterplatte wurden 30 µl HBS vorgelegt und weitere 
15 µl Zellsuspension mit einer Mehrkanalpipette zugegeben. Die Platte wurde für 60 s 
bei 400 U/min zentrifgiert (Centrifuge 5804, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), damit 
die Zellen sich auf dem Plattenboden absetzen. 
Messungen an Zellen mit stabiler TRPC5-Expression wurden adhärent 
durchgeführt (siehe auch 2.1.5). Hierzu wurden je Vertiefung 15000 Zellen in 30 µl 
Medium ausgesät und die Expression des TRPC5-Kanals mit 100 nM Tetracyclin 
induziert. Durchschnittlich 30 Stunden später erfolgte die Beladung der Zellen durch 
Zugabe weiterer 30 µl Medium je Vertiefung, in dem 2 µM Fluo-4 AM gelöst waren. 
Nach 30-minütiger Beladungszeit wurde das Medium durch „Abschlagen“ 
weitestgehend aus der Platte entfernt und 45 µl HBS in jede Vertiefung eingebracht, 
wonach die Platte für 60 s bei 400 U/min zentrifugiert wurde (Centrifuge 5804, 
Eppendorf). Ein zusätzlicher Waschschritt hätte die Hintergrundfluoreszenz deutlich 
reduziert, barg aber die Gefahr des Zellverlusts durch Beschädigung des adhärenten 
Zellrasens. Daher wurde für alle in dieser Arbeit verwendeten Messungen an 
HEKTRPC5-Zellen auf einen zusätzlichen Waschschritt verzichtet.  
 
2.3.2 Durchführung des Wirkstoffscreenings 
Die ChemBioNet-Bibliothek ist eine Sammlung von 16671 strukturell verschiedenen 
chemischen Strukturen (Lisurek et al. 2010). Sie liegt in insgesamt 48 
Mikrotiterplattenplatten im 384-well-Format in einer Konzentration von 200 µM vor. 
Nachdem in den HEKTRPC5-Zellen die Kanalexpression induziert und die Zellen mit 
Fluo-4 beladen waren (vgl. 2.1.5, 2.3.1), erfolgte die Applikation der 
Bibliothekssubstanzen in finaler Konzentration von 20 µM als 1:10 Verdünnung (5 µl 
je Verbindung zu 45 µl HBS) quadrantenweise in vier Teilschritten mit einer Minute 
Intervall. Im Anschluss wurde jedes well mit 20 µM Methylprednisolon als 
Positivkontrolle stimuliert. Ein vereinfachtes Analyseschema ist in Abb. 2-5 dargestellt. 
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Abb. 2-5: Fluoreszenzänderung bei verschieden wirkenden Verbindungen.                      . 
Die Teilbilder zeigen Verläufe des Fluoreszenzsignals einer Vertiefung der Multiwellplatte, in der mit 
Fluo-4 beladene HEK293-Zellen stimuliert wurden. Sie entsprechen schematisch den Rohdaten, wie 
sie im Wirkstoffscreening generiert wurden. Die Applikation der Wirkstoffe erfolgte zweistufig und ist 
durch die schwarzen Balken und die Zugabeartefakte angedeutet. Zuerst wurde die Verbindung aus der 
Bibliothek, dann die Positivkontrolle auf die Zellen pipettiert. Eine Fluoreszenzzunahme korreliert mit 
einer Zunahme der cytosolischen Ca2+-Konzentration. Die Zugabe einer unwirksamen Verbindung ist 
als Referenz als gestrichelte Linie im Hintergrund jedes Teilbildes sichtbar. Anhand des 
Fluoreszenzverlaufs kann die Wirkungsweise der zugegebenen Verbindung abgeschätzt werden. (pos. 
Mod. = positiver Modulator; absorb. = absorbierende Verbindung; fluoresz. = fluoreszierend) 
 
2.3.3 Einzelzell-Ca2+-Messungen 
Die Zellen wurden am Vortag auf PLL-beschichtete Deckgläschen ausgesetzt (vgl. 
2.1.4). Vor Versuchsbeginn wurde das Medium entfernt und mit 1,5 ml HBS (mit 
zusätzlich 0,2 % BSA) und 2 µM Fura-2/AM für 30 min bei 37°C im Wärmeschrank mit 
dem Ca2+-Indikator beladen. Die Deckgläschen wurden vorsichtig mit HBS gewaschen 
und in eine Messkammer eingespannt. Das Setup bestand aus einem invertierten 
Mikroskop (Axiovert 100, Carl Zeiss), welches mit einem Monochromator verbunden 
war (TILL-Photonics, Gräfelfing, Deutschland). Dieser erlaubte die Anregung von Fura-
2 bei 340, 358 und 380 nm Wellenlänge. Die Emission wurde durch einen 
Langpassfilter von einer 12-bit CCD Kamera aufgezeichnet (IMAGO, TILL-Photonics) 
und die [Ca2+]i mit Hilfe des FRETsolvers (programmiert von Prof. Dr. Michael 
Schaefer) ermittelt (Lenz et al. 2002). 
Die Zugabe der Wirkstoffe erfolgte in der Regel durch Akutzugabe einer 10-fach 
konzentrierten Lösung (in HBS) im Verhältnis 1:10 mit anschließender manueller 
Durchmischung. In einigen Messungen wurde ein schwerkraftgetriebenes 
Perfusionssystem eingesetzt. Die finale Konzentration von Lösungsmitteln wie DMSO 
war in allen Messungen <1 %. 
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2.4 Bestimmung der Zytotoxizität 
Der MTT-Test beruht auf der Verstoffwechslung des wasserlöslichen Tetrazolium-
Salzes 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem 
wasserunlöslichen Formazan (E,Z)-5-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-1,3-Diphenyl-
formazan. Dabei kommt es zu einem Farbumschlag von gelb zu blau, der an einem 
Photometer quantifiziert werden kann. Die Zellen wurden so in 24-well-
Mikrotiterplatten ausgesetzt, dass nach Versuchsende (i.d.R. nach 48 h) eine 
Konfluenz von 80% herrschte. Die so vorbereitete Platte wurde für 24 h im Brutschrank 
aufbewahrt, um den Zellen Zeit zur Anhaftung zu geben. Dann wurden den wells 
verschiedene Wirkstoffkonzentrationen zugegeben und die Platte für weitere 24 h im 
Brutschrank inkubiert. Hiernach wurde das Medium vorsichtig abgezogen, durch 
200 µl Medium mit 0,5 mg/ml MTT ersetzt und die Platte im Brutschrank gelagert, bis 
sich sichtbare Mengen blauer Kristalle gebildet hatten. Dies war bei HEKTRPC5 
(induzierte sowie nicht-induzierte Kontrollzellen) nach etwa drei Stunden der Fall, bei 
NT2-Zellen bereits nach 1,5-2 h. Das Kulturmedium wurde erneut vorsichtig 
abgezogen und durch 200 µl reines DMSO ersetzt. Durch behutsames Auf- und 
Abpipettieren wurden die Formazankristalle gelöst. Schließlich wurde die Absorption 
der Flüssigkeit bei 560 nm gemessen (POLARstar Omega Plate Reader, BMG 
LabTech GmbH, Ortenberg, Deutschland) und eventueller Hintergrund durch Messung 
der Absorption bei 670 nm zum Abzug gebracht. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der 
zugehörigen Software Omega (v2.10) sowie einer selbst erstellten Exceldatei (v.2010, 
Microsoft Corporation) ausgewertet. 
 
2.5 Molekularbiologie 
Mit Hilfe einer quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wurde die Menge 
an mRNA von TRPC1, TRPC4 und TRPC5 in Zellen mit nachgewiesener oder 
vermeintlicher endogener Kanalexpression überprüft.  
Verbrauchsmaterialien  Hersteller Nr. 
Absolute qPCR SYBR Green Mix  Thermo Scientific AB1159A 
Chloroform  J.T. Baker 9180 
Ethanol  J.T. Baker 8025 
Isopropanol  Chemsolute 1157.1000 
peqGOLD TriFast  Peqlab VWR 30-2010 
RNase freies Wasser  B.Braun AG 2351744 
RevertAid cDNA Synthesis Kit  Thermo Scientific K1631 
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2.5.1 RNA-Isolation  
Eine T25 oder T75-Zellkulturflasche wurde konfluent mit Zellen bewachsen. Nach 
Ablösen wurden die Zellen zentrifugiert (1000 Umdrehungen pro min [U/min], 5 min, 
Labofuge 400R, Heraeus Instruments). Das Pellet wurde in HBS resuspendiert, 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach Zugabe von 1 ml Trizol wurde das 
Pellet unter dem Abzug durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Nach 
fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 0,2 ml 
Chloroform zur Phasentrennung. Die Mischung wurde kräftig geschüttelt und für 10 
Minuten in einer vorgekühlten Zentrifuge bei 12.000 U/min und 4°C zentrifugiert 
(Labofuge 400R). Die wässerige Phase wurde in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß 
überführt.  
Durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol und Inkubation über 10 Minuten bei 
Raumtemperatur erfolgte die Präzipitation. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 
12.000 U/min bei 4°C wurde der Überstand dekantiert und das Pellet nach Zugabe von 
1 ml Ethanol resuspendiert und gewaschen. Nach weiteren 5 min bei 7500 U/min (4°C) 
wurde der Überstand erneut verworfen und das Pellet bei 37°C gründlich getrocknet 
(Thermomixer comfort, Eppendorf). Anschließend wurde es mit 10-20 µl RNAse-
freiem Wasser resuspendiert und der RNA-Gehalt am Photometer (Biophotometer, 
Eppendorf) oder Nanodrop (2000c, peqlab, Erlangen, Deutschland) bestimmt. 
Für alle Zelllinien wurde RNA von mindestens 3 unabhängigen Passagen 
gewonnen. Für die humane TRPC1-, TRPC4- und TRPC5-Kontrolle wurde je eine 
T25-Flasche mit parentalen HEK293-Zellen transient transfiziert (vgl. 2.1.6) und die 
Effizienz durch Fluoreszenzkontrolle überprüft. Als weitere Kontrollen dienten 
parentale HEK293-Zellen und HEK293-Zellen, transfiziert mit pcDNA3-YFP-
Leervektor. NTERA2-Zellen wurden vor der RNA-Isolierung für mindestens zwei 
Wochen in DMEM/F12 oder DMEM/HG kultiviert, U87-Zellen für mindestens zwei 
Wochen in DMEM/HG oder IMDM. 
 
2.5.2 Umschreiben der RNA in cDNA 
Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte mit dem RevertAid cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Scientific). Ein Reaktionsansatz umfasste 20 µl und enthielt 1 µg RNA, 1 µl 
random hexamer primer, 4 µl first strand buffer (5x), 1 µl RiboLock RNase Inhibitor 
(20 u/µl), 2 µl dNTP Mix (10 mM), 1 µl Reverse Transkriptase (200 u/µl) und wurde mit 
destilliertem Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Die Umschreibung der Probe erfolgte in 
einem Thermo Cycler (PTC 200, MJ Research Inc, St. Bruno, Kanada) durch 
Inkubation für 5 min bei 25°C, für 60 min bei 42°C und für 5 min bei 70°C.  
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2.5.3 Primervalidierung und qPCR 
Für die qPCR wurden in einer 96-well-Mikrotiterplatte (Fast 96 well reaction pate 
0,1 ml, Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) 4 µl einer 1:10 Verdünnung der cDNA 
verwendet. Dazu kamen 1 µl der forward und reverse Primer (10 µM) und 5 µl SYBR 
Green. Die Platte wurde mit einer Schutzfolie dicht verschlossen (MicroAmp optical 
adhesive film, Applied Biosystems) und im PCR-System (StepOnePlus RT-PCR 
System, Applied Biosystems) für 45 Zyklen inkubiert. Ein Zyklus bestand aus 10 s 
Schmelzen bei 95°C, 15 s Primerbindung bei 55°C und 15 s Elongation bei 72°C. 
Zwischen zwei Zyklen wurde die SYBR Green-Fluoreszenz ausgelesen. Am Ende 
wurde eine Schmelzkurve aufgezeichnet. 
Die verwendeten humanen TRPC-Primer waren bereits im Labor vorrätig (Tab. 2-5) 
und wurden lediglich im Hinblick auf Effizienz und Spezifität validiert. Für die Effizienz 
wurden Verdünnungsreihen der TRPC-cDNA aus der HEK293-Überexpression mit 
den entsprechenden Primern amplifiziert. Der Logarithmus der Verdünnung wurde 
gegen den CT-Wert (Zyklus, bei dem die Grenzwert-Fluoreszenz überschritten wird 
[Threshold cycle]) aufgetragen (Abb. 2-6). Aus der linearen Regression konnte die 
Effizienz nach Gl. (IV) bestimmt werden. Sie liegt im optimalen Fall einer perfekten 
Verdopplung bei zwei.  
(IV) EP =  10
−1
𝑚  
EP = Primereffizienz 
m = Anstieg der Regressionsgeraden 
Tab. 2-5: Übersicht über die in der qPCR verwendeten Primer.                                                        .  
for: forward oder Vorwärtsprimer, rev: Reversprimer, P: Länge des Primer in Nukleotiden, A: Länge des 
Amplifikats von for und rev Primer, TM: Schmelztemperatur des Primers in °C, GC: Guanin- und 
Cytosingehalt des Primers in %, SC: self complementarity, Wahrscheinlichkeit, dass es zur Bildung von 
Primerdimeren kommt (Skala von 0 keine bis 8 hohe Wahrscheinlichkeit), 3‘ C: Wahrscheinlichkeit, dass 
die Primer bei der Dimerisierung 3‘ Überhänge erzeugen, die zu unspezifischer Amplifikation führen 
(von 0 keine bis 3 hohe), SC und 3‘ C sind durch Algorithmen der NCBI berechnet. 








for AGTGACGAGCCTCTTGACAAAC 22 
168 
61 50 7 1 
rev GGGCTTGCGTCGGTAAC 17 58 65 3 3 
hTRPC
4 
for TGGCAGAGGCTTTATTTGCT 20 
224 
58 45 3 0 
rev TTTGCAGGTTAACCCTTTCG 20 57 45 8 2 
hTRPC
5 
for AACTCCCTCTACCTGGCAACTA 22 
159 
60 50 3 3 
rev GGATATGAGACGCAACGAACTT 22 59 45 4 3 
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Abb. 2-6: Effizienzanalyse der humanen TRPC-Primer.                                                                      . 
Der Logarithmus der Verdünnung der drei humanen TRPC-cDNA wurde gegen den CT-Wert 
aufgetragen und eine lineare Regression berechnet. Rechts sind das Bestimmtheitsmaß (R2) und der 
Anstieg (m) der Regression gegeben, daneben die Primereffizienz (EP) nach (IV) und die 
Schmelztemperatur (TM ± SD) des Amplifikats in °C. 
Die Spezifität der Primer wurde ebenfalls an der cDNA der transienten Transfektion 
von HEK293-Zellen untersucht. Dazu wurde jede Primer:cDNA Kombination 
mindestens drei Mal getestet (Tab. 2-6) und gegen einen Standard (β-Actin) normiert, 
unter der Annahme, dass die β-Actin-Expression über alle untersuchten Zelllinien 
gleich war. Für die Validierung der β-Actin-Primer siehe Schulze et al. 2011. Die 
Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software StepOne (v2.3, Applied 
Biosystems) und Excel (v2010, Microsoft Corporation). Die Expression wird als ΔCT-
Wert angegeben und wurde wie in Gl. (V) berechnet. 
(V) 𝛥𝐶𝑇 =  2
𝐶𝑇𝑎−𝐶𝑇𝑐 CTa = CT-Wert von β-Actin 
CTc = CT-Wert der entspr. TRPC‘s 
Tab. 2-6: Expressionslevel verschiedener humaner TRPC-Kanäle (hTRPC).                                 . 
HEK293-Zellen wurden mit hTRPC1, hTRPC4 oder hTRPC5-Expressionsplasmiden transient 
transfiziert. Die isolierte mRNA wurde in cDNA umgeschrieben, in einer qPCR amplifiziert und gegen 




Expression ΔCT (⋅  10-5) (norm. β-Aktin) 
hTRPC1 hTRPC4 hTRPC5 
Leervektor 3 2,66 ± 1,75 0 0,08 ± 0,08 
hTRPC1 4 397.014 ± 119.091 25,6 ± 25,6 1.817 ± 1.713 
hTRPC4 4 283 ± 155 901.993 ± 669.764 3,70 ± 2,57 
hTRPC5 4 376 ± 246 0,09 ± 0,06 5.062.157 ± 2.420.728 
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2.6 Datenpräsentation und statistische Auswertung 
Die Darstellung der Experimente erfolgt in der Regel als Punkt- oder 
Balkendiagramm, bei dem der Punkt oder die Balkenhöhe den Mittelwert mehrerer 
Wiederholungen wiedergibt. Die Fehlerbalken entsprechen bei unabhängigen 
Versuchen der Standardabweichung (MW ± SD), bei nicht voneinander unabhängigen 
Datenpunkten, beispielsweise in Folge parallel erhobener Mehrfachbestimmungen, 
dem Standardfehler (MW ± SEM) und sind entsprechend kenntlich gemacht. Ca2+-
Messungen am FLIPR bei der Beispielkinetiken mit variabler Konzentration gezeigt 
werden, sind farblich abgestuft dargestellt. Schwarz repräsentiert dabei stets die 
höchste eingesetzte Konzentration der genannten Verbindung (i. d. R. 100 µM). Heller 
werdende Kurven entsprechen jeweils einer Halbierung der vorangegangenen 
Konzentration. Die finalen Versionen aller Abbildungen wurden mit CorelDRAW (v.X3, 
Corel Corporation, Ottawa, Kanada) realisiert. 
Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit Origin (v. 2017, OriginLab, 
Northhampton, MA, USA). Als Testverfahren kamen im Ein- und Zwei-Stichproben-
Fall der t-Test nach Student und bei mehr als zwei Stichproben dessen 
Verallgemeinerung in Form der Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) zum 
Einsatz. Im Falle voneinander abhängigen oder sequenziellen Messreihen wurde der 
t-Test für verbundene Stichproben bzw. die ANOVA für wiederholte Messungen 
verwendet.  
Als Signifikanzniveau wurde eine Zufallswahrscheinlichkeit α < 0,05 angenommen 
und mit „ * “ gekennzeichnet. Die genauen p-Werte aller Experimente sind im Anhang 
unter 6.1 dargestellt. Erreichte die ANOVA im Mehrstichprobenfall das 
Signifikanzniveau, wurde die Lage der Unterschiede durch den Post-hoc-Test nach 
Tukey bestimmt, im Rahmen dessen eine α-Fehlerkorrektur vorgenommen wurde. 






3.1 Das Wirkstoffscreening mit der ChemBioNet-Bibliothek 
Für das Wirkstoffscreening wurde eine stabil transfizierte HEK293-Zelllinie mit 
Tetrazyklin-induzierbarer Expression des murinen TRPC5-Kanals (HEKTRPC5) 
verwendet. Diese kam bereits beim Screening einer anderen Wirkstoffbibliothek 
erfolgreich zum Einsatz (Richter et al. 2014b). Das Screening sollte mit Hilfe eines 
fluorescence imaging plate reader (FLIPR) in Mikrotiterplatten mit 384 Vertiefungen 
(Multiwellplatte) erfolgen, nachdem die Zellen mit dem Ca2+-Indikator Fluo-4 beladen 
wurden. Zuvor musste jedoch die Kanalexpression mit Tetrazyklin induziert und das 
Verfahren standardisiert werden. 24 Stunden nach Induktion erreichte die TRPC5-
Expression erstmals ein Niveau, bei dem eine Stimulation der HEKTRPC5-Zellen mit 
TRPC5-spezifischen Aktivatoren eine Fluoreszenzzunahme bewirkte, die auf der 
Öffnung von TRPC5-Kanälen mit nachfolgendem Ca2+-Einstrom beruhte. Im Zeitraum 
30-36 h nach Induktion zeigten die Zellen die stärksten Antworten auf eine 
Kanalstimulation. Lag die Induktion mehr als 48 h zurück, verschlechterte sich die 
maximale Antwort der Zellen wieder und erste Zeichen von Apoptose wurden unter 
dem Mikroskop sichtbar. Da die Verwendung von Trypsin sowie die mechanische 
Stimulation der Zellen bei der Passagierung den TRPC5-Kanal aktivieren (Kawabata 
et al. 1999; Gomis et al. 2008; Miehe et al. 2012), wurden die Zellen bereits zu Beginn 
der Induktion in die Multiwellplatte ausgesät. Nach der Induktion nahm die Teilungsrate 
der HEKTRPC5-Zellen deutlich ab. Für optimale Messergebnisse sollte der Boden jeder 
Vertiefung bei Versuchsbeginn konfluent mit einer einlagigen Zellschicht bewachsen 
sein. Durch Variationen der anfänglich eingesetzten Zellzahl ergab sich ein Optimum 
von 6∙106 Zellen pro Mikrotiterplatte (entspricht in etwa 15000 Zellen je Vertiefung oder 
1500 Zellen je mm2), was als Standard für alle nachfolgenden Versuche beibehalten 
wurde.  
 
3.1.1 Etablierung von Methylprednisolon als robustem TRPC5-Aktivator 
Als Positivkontrolle für das Wirkstoffscreening kam das Steroid Methylprednisolon 
(Mpred) zum Einsatz. Mpred wurde bereits im Rahmen des zuvor genannten 
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Screenings als potenzieller TRPC5-Kanalmodulator identifiziert. Mit Riluzol existierte 
jedoch bereits ein selektiver TRPC5-Aktivator. Daher wurden dessen Potenz und 
Aktivierungskinetik mit der von Mpred verglichen. In fluorometrischen Ca2+-Messungen 
erreichte die Fluoreszenzzunahme nach der Stimulation bei beiden Verbindungen 
nach etwa 20 s ein Maximum. Dieses blieb über den Versuchszeitraum bei den mit 
Mpred behandelten Zellen konstant, während es bei den mit Riluzol behandelten 
Zellen leicht abfiel und nach etwa einer Minute ein stabiles Plateau erreichte (Abb. 
3-1A-B). In Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen zeigte Riluzol eine leicht höhere 
Potenz (EC50 = 4,7 µM, n = 3) im Vergleich zu Mpred (EC50 = 9,0 µM, n = 3). Mpred-
Konzentrationen > 20 µM bewirkten jedoch reproduzierbar eine stärkere 
Fluoreszenzzunahme (Abb. 3-1C), welche durch die beiden etablierten TRPC5-
Kanalblocker Clemizol und ML204 vollständig blockierbar war (Abb. 3-1D). 
Elektrophysiologische Ganzzellmessungen an HEKTRPC5-Zellen zeigten nach Zugabe 
von 20 µM Mpred die Ausbildung einer N-förmigen Strom-Spannungskennlinie (I/V-
Kurve), die für TRPC5-Kanäle charakteristisch ist (Abb. 3-1E). Die Zunahme der 
Stromdichte war signifikant durch den TRPC5-Kanalinhibitor Clemizol (10 µM) 
blockierbar (Abb. 3-1E-F) und konnte durch Auswaschen der Verbindung 
weitestgehend aufgehoben werden (Abb. 3-1G). Bei repetitiver Stimulation zeigten die 
Auswärtsströme eine größere Variabilität, während die Zunahme des Einwärtsstrom 
nahezu konstant blieb (Abb. 3-1G). In der Summe scheint Mpred ein robuster TRPC5-
Kanalaktivator zu sein. 
Die Selektivität von Mpred wurde in fluorometrischen Ca2+-Messungen mit weiteren 
Vertretern der TRP-Kanalfamilie überprüft, von denen je einer stabil in HEK293-Zellen 
zur Expression kam (Abb. 3-3). Hierzu wurden die Zellen mit steigenden 
Konzentrationen von Mpred stimuliert. Als Referenz dienten etablierte Aktivatoren der 
jeweiligen Ionenkanäle. Parallel dazu erfolgte die kombinierte Stimulation aus 
Kanalaktivator und Mpred. Unterschiede in der Fluoreszenzintensität von Co- und 
Einzelstimulation können auf potenzierende oder inhibitorische Einflüsse von Mpred 
deuten (vgl. 2.3.2). HEK293-Zellen mit TRPC4-Überexpression (HEKTRPC4), dem 
nächsten Verwandten des TRPC5-Kanals, zeigten eine leichte Fluoreszenzzunahme 
bei Mpred-Konzentrationen > 20 µM (Abb. 3-3B, M). Als Positivkontrolle diente der 
unselektive TRPC4/TRPC5-Aktivator Englerin A. Für die Co-Stimulation mit Mpred 
wurden die HEKTRPC4-Zellen indirekt durch Carbachol aktiviert, einen Agonisten 
muscarinischer Acetylcholinrezeptoren. Die weiteren Mitglieder der TRPC-Familie – 
TRPC3, TRPC6 und TRPC7 – können mit 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) 
aktiviert werden. TRPC3- und TRPC7-exprimierende Zellen zeigten erst bei Mpred-
Konzentrationen >50 µM signifikante Steigerungen der [Ca2+]i, TRPC6 blieb 
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unauffällig. Damit erscheint Mpred innerhalb der TRPC-Familie als relativ selektiver 
TRPC5-Aktivator. 
 
Abb. 3-1: Grundcharakterisierung von Methylprednisolon als neuem TRPC5 Kanalaktivator.      .  
(A-D) Fluorometrische Ca2+-Messung in HEKTRPC5-Zellen mit Fluo-4 Beladung in einer Multiwellplatte 
(A, B) Fluoreszenzänderung über die Zeit nach Stimulation mit Methylprednisolon (Mpred) oder Riluzol 
(Ril), graue Spuren zeigen die mittlere Kinetik aller Zellen eines wells, die schwarze Linie den Mittelwert 
aller wells. Horizontale Linien kennzeichnen die Wirkstoffzugabe, Zugabeartefakte wurden 
herausgeschnitten. (C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung für Mpred (▲) und Ril (●). Mittelwerte ± SD 
von n = 3 unabhängigen Messungen (D) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung für die TRPC5-
Inhibitoren Clemizol (▲) und ML204 (▲) nach Stimulation mit 100 µM Methylprednisolon, normiert auf 
eine Kontrolle ohne Inhibitor. Null entspricht der basalen Fluoreszenz vor Beginn der Stimulation. 
Mittelwert ± SEM einer Vierfachbestimmung. (E-G) Ganzzell-Ableitungen von HEKTRPC5-Zellen, an die 
Spannungsrampen von -100 bis +100 mV in einem Intervall von 1 s angelegt wurden. (E) I/V Kurven 
vor (1; hellgrau) und während der Applikation von 20 µM Methylprednisolon (Mpred; 2, schwarz) bzw. 
nach zusätzlicher Gabe von 10 µM Clemizol (Clem; 3, dunkelgrau). Das eingefügte Diagramm zeigt die 
Stromdichte in pA/pF bei Haltepotenzialen von −100 mV (untere Kurve) bzw. +100 mV (obere Kurve) 
im Zeitverlauf. Die gepunktete Linie entspricht der Nulllinie. Die Pfeilköpfe stellen die Zeitpunkte dar, 
aus denen die Einzelrampen generiert wurden. (F) Statistische Analyse von n = 7 Experimenten wie in 
(E), Mittelwert und SD der ein- und auswärts gerichteten Ströme bei ± 100 mV Haltespannung. (G) 
Beispielhafte Stromdichte einer HEKTRPC5-Zelle bei ± 100 mV Haltespannung unter wiederholter 
Stimulation mit 20 µM Methylprednisolon und 10 µM Clemizol. Verändert aus Beckmann et al. 2017. 
Dennoch sollte der Wirkung von Mpred auf HEKTRPC4-Zellen aufgrund der nahen 
Verwandtschaft zu TRPC5 genauer nachgegangen werden. Die Kinetiken der 
fluorometrischen Ca2+-Messungen zeigten einen flachen Anstieg, der erst nach 
mehreren Minuten ein Plateau erreichte (Abb. 3-2F). Für die konzentrationsabhängige 
Potenzierung einer durch Carbachol ausgelösten, indirekten TRPC4-Aktivierung 
konnte eine EC50 von 6,0 ± 0,8 µM bestimmt werden (Abb. 3-2E). Da mit Prednisolon 
eine nahezu identische Verbindung vorlag, wurden die Experimente mit HEKTRPC5 und 
HEKTRPC4-Zellen wiederholt (Abb. 3-2B-F). Die akute Stimulation mit Prednisolon 
zeigte eine deutlich schlechtere Potenz und Effektivität auf HEKTRPC5-Zellen im 
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Vergleich zu den TRPC5-Aktivatoren Methylprednisolon, Riluzol und Englerin A 
(EC50 = 73 µM ± 15 µM; n = 4; Abb. 3-2B, C). Auf HEKTRPC4-Zellen hatte Prednisolon 
keinen Effekt, konnte aber die Carbachol-induzierte TRPC4-Aktivierung ähnlich wie 
Mpred potenzieren. Prednisolon und Mpred scheinen zusätzlich zur TRPC5-
Aktivierung schwache, positiv-modulierende Eigenschaften auf TRPC4-Kanäle zu 
besitzen. 
 
Abb. 3-2: Methylprednisolon und Prednisolon potenzieren TRPC4.                                                 . 
(A) Strukturformeln, molekulare Masse (MW) und Verteilungskoeffiziert im Octanol/Wasser-
Gleichgewicht (logP) für Methylprednisolon und Prednisolon. (B) Fluorometrische Ca2+-Messung an 
HEKTRPC5-Zellen mit Fluo-4 Beladung. Mittelwert ± SEM einer Vierfachbestimmung. (C) Mittelwert und 
SD von n ≥ 3 Messungen wie in (B), normiert auf die Effektstärke des TRPC4/TRPC5-Aktivators 
Englerin A (EA). (D, E) Experiment wie in (B) mit HEKTRPC4-Zellen. Akute Stimulation (D) und kombinierte 
Stimulation mit 1 mM Carbachol (Cch; E) (F) Kinetiken stimulierter HEKTRPC4-Zellen. Jede Kurve zeigt 
die mittlere Fluoreszenzänderung einer Vertiefung der Mikrotiterplatte über die Zeit nach akuter 
Stimulation mit 100 µM Methylprednisolon, 100 µM Prednisolon, 100 nM Englein A (EA) oder HBS. 
Zugabeartefakte wurden herausgeschnitten. Zum Teil verändert aus Beckmann et al. 2017. 
 
Ausgewählte Vertreter weiter entfernt verwandter TRP-Kanäle wurden ebenfalls auf 
ihre Modulierbarkeit durch Mpred untersucht. In TRPA1-exprimierenden Zellen 
bewirkte Mpred eine konzentrationsabhängige Fluoreszenzzunahme mit einer EC50 
von 27.5 ± 0.6 µM. Die Co-Stimulation mit dem etablierten TRPA1-Aktivator 
Allylisothiocyanat (AITC) zeigte keinen Unterschied zur alleinigen Stimulation mit 




Abb. 3-3: Selektivitätsprofil von Methylprednisolon innerhalb der TRP Familie.                             . 
(A-L) Fluorometrische Ca2+-Messungen mit Fluo-4 beladenen HEK293-Zellen, die jeweils einen TRP-
Kanal stabil exprimierten. Die Diagramme zeigen je eine Beispielkurve für die Fluoreszenzänderung 
nach Zugabe von Methylprednisolon (Mpred, ▲) verschiedener Konzentration im Vergleich zum 
spezifischen TRP-Kanalaktivator ( ). Mittelwert ± SEM einer Vierfach-, bzw. einer Doppelbestimmung 
(TRPC3, 6, 7). OAG: 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol; EA: Englerin A; AITC: Allylisothiocyanat; PregS: 
Pregnenolonsulfat; Caps: Capsaicin; 2-APB: 2-Aminoethoxydiphenylborat; GSK: GSK1016790A.  
(M) Mittelwert und SD aus n ≥ 3 unabhängigen Messungen wie in (A-L) nach Zugabe von 100 µM Mpred 
(schwarz), einer sättigenden Konzentration des jeweiligen Kanalaktivators (weiß) und einer Kombination 
von beiden (grau). Die gestrichelte Linie entspricht der Basalfluoreszenz zu Versuchsbeginn. 
Signifikante Änderungen zum Basalwert nach Zugabe von Methylprednisolon (p < 0,05; *) sind markiert. 
Verändert aus Beckmann et al. 2017. 
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AITC (Abb. 3-3E, M). Aus der TRPM-Familie wurden stellvertretend TRPM2, 
TRPM3 und TRPM8 ausgewählt (Abb. 3-3F-H). Keine der drei Zelllinien reagierte 
signifikant auf die Stimulation mit Mpred. Aufgrund der insgesamt eher schwachen 
Aktvierbarkeit von TRPM8-exprimierenden Zellen entstand in zwei von vier 
Experimenten der Eindruck einer Kanalinhibition (Abb. 3-3H). Dieser wurde in der 
statistischen Auswertung nicht bestätigt (s. 6.1). Die Co-Stimulationen mit H2O2 
(TRPM2), Pregnenolonsulfat (TRPM3) und Icilin (TRPM8) blieben im Vergleich zur 
alleinigen Anwendung der Aktivatoren unauffällig.  
Aus der TRPV-Familie wurden TRPV1 bis TRPV4 untersucht (Abb. 3-3I-L). Einzig 
TRPV1-exprimierende Zellen zeigten in einigen Experimenten eine schwache 
Fluoreszenzzunahme nach Stimulation mit Mpred -Konzentrationen > 20 µM. Die Co-
Stimulation der TRPV-Kanäle mit Methylprednisolon und den publizierten Aktivatoren 
Capsaicin (TRPV1), 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB, TRPV2 und TRPV3) und 
GSK1016790A (TRPV4) zeigte keinen Unterschied zu Referenzmessungen. Entfernt 
verwandte TRP-Kanäle werden in relevanten Konzentrationsbereichen nicht durch 
Mpred moduliert. In der Folge wurde Mpred im Wirkstoffscreening zur TRPC5-
Aktivierung als Positivkontrolle eingesetzt. 
 
3.1.2 Überblick über die identifizierten Verbindungen 
Aus der ChemBioNet-Bibliothek konnten 389 Verbindungen identifiziert werden, die 
potenzielle Wechselwirkungen mit TRPC5-Kanälen zeigten. Nach der 
Erstbegutachtung wurden Verbindungen entfernt, die autofluoreszierten (88 Stück) 
oder deren Kinetiken auf cytotoxische Effekte hindeuteten (21). Dazu zählten 
Fluoreszenzverläufe mit andauerndem, linearem Anstieg oder Abfall des Signals. 15 
Verbindungen zeigten nach ihrer Zugabe eine inhomogene, körnige 
Fluoreszenzverteilung in der Multiwellplatte. Diese wurden als vermeintlich unlösliche 
oder aggregierende Verbindungen ausgeschlossen. Letztlich wurden elf 
Verbindungen gestrichen, die in parentalen HEK293-Zellen ebenfalls eine 
Fluoreszenzänderung herbeiführten. Von den so eingegrenzten 254 Verbindungen 
wurden weitere 88 mit nur schwacher oder partieller Wirkung aussortiert. Unter den 
verbliebenen 166 potenziellen Modulatoren waren 92 Blocker, 50 Aktivatoren und 24 
potenzierende Substanzen. Von ihnen wurden Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen 
erstellt. Je zwanzig Aktivatoren (RBI-C5-A1 bis RBI-C5-A20, kurz A1-A20) und 
Inhibitoren (RBI-C5-B1 bis RBI-C5-B20, kurz B1-B20) konnten verifiziert werden. Sie 
sind in den Tabellen Tab. 3-1 und Tab. 3-2 zusammengefasst.  
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Tab. 3-1: Übersicht aller identifizierten TRPC5-Kanalaktivatoren, sortiert nach ihren EC50-Werten, 
soweit sie ermittelt werden konnten (* = Extrapolation). Angegeben ist die Fluoreszenzzunahme nach 
Zugabe von 20 µM der Verbindung in Relation zur maximalen Methylprednisolonantwort (% Akt.), die 
Kinetik der Aktivierung (P = persistierend, T = transient), das chemische Grundgerüst der Verbindung 
und Informationen zur kommerziellen Verfügbarkeit (CD: ChemDiv; Amb: Ambinter; n/v: nicht verfügbar; 
-: aufgrund unzureichender Potenz nicht überprüft). Verbindungen, die zur näheren Charakterisierung 
kommerziell erworben wurden, sind grau unterlegt. 
Name EC50 % Akt. Kin. Grundgerüst Verfügbarkeit 
RBI-C5-A1 0,25 121 P Benzothiadiazin / Adamantan CD K261-1567 
RBI-C5-A2 0,26 55,0 T Imidazolpyridin / Adamantan Amb 1054799 
RBI-C5-A3 0,66 91,3 P Isochroman CD 5924-0005 
RBI-C5-A4 0,70 105 T Triazol CD C301-4128 
RBI-C5-A5 1,00 78,9 T Pyridazin CD E019-0798 
RBI-C5-A6 1,15 100 P Benzothiadiazin / Adamantan n/v 
RBI-C5-A7 1,20 107 P Benzothiadiazin Amb 3532002 
RBI-C5-A8 1,48 112 T Adamantan Amb 629171 
RBI-C5-A9 1,70 100 P Hexahydro-Indol n/v 
RBI-C5-A10 1,70 84,2 P Pyrazolopyridin CD F124-0052 
RBI-C5-A11 1,73 x P Thiadiazolopyrimidin / Adamantan CD G265-0017 
RBI-C5-A12 2,30 107 T Phathalazin-triazol n/v 
RBI-C5-A13 3,06 46,2 T Dibenzazepin - 
RBI-C5-A14 3.15 90,9 P Isoquinolin - 
RBI-C5-A15 3,34 92,3 T Dibenzazepin - 
RBI-C5-A16 3,37 74,4 T Azabicyclooctan - 
RBI-C5-A17 4,94 88,9 T Isoquinolin-triazol - 
RBI-C5-A18 5,00 132 P Indolin - 
RBI-C5-A19 7,96* 48,7 T Isoindolin - 
RBI-C5-A20 32,9* 43,6 T Purin - 
Tab. 3-2: Übersicht aller identifizierten TRPC5-Kanalinhibitoren, sortiert nach ihren IC50-Werten. 
Angegeben ist die prozentuale Inhibition der Fluoreszenzzunahme durch 20 µM der Verbindung bei 
TRPC5-Aktivierung durch 20 µM Methylprednisolon (% Inh.), das chemische Grundgerüst der 
Verbindung und Informationen zur kommerziellen Verfügbarkeit (CD: ChemDiv; Amb: Ambinter; n/v: 
nicht verfügbar; -: aufgrund unzureichender Potenz oder ungeeigneter chemischer Struktur nicht 
überprüft). Verbindungen, die zur näheren Charakterisierung kommerziell erworben wurden, sind grau 
unterlegt. 
Name IC50 % Inh. Grundgerüst Verfügbarkeit 
RBI-C5-B1 0,24 23,9 Purin - 
RBI-C5-B2 0,90 111 Adamantan CD 6623-0459 
RBI-C5-B3 1,38 118 Adamantan CD 0140-0189 
RBI-C5-B4 1,53 107 Purin / Adamantan CD 8012-9829 
RBI-C5-B5 1,67 112 Piperidin Amb 2575592 
RBI-C5-B6 1,76 93,8 Pyrimidin CD 8006-9215 
RBI-C5-B7 2,23 93,9 Indol n/v 
RBI-C5-B8 2,28 83,1 Piperidin n/v 
RBI-C5-B9 2,41 99,4 Pyridazin CD K786-6618 
RBI-C5-B10 2,50 101 Acridin - 
RBI-C5-B11 3,10 97,6 Phenothiazin (Acridin-Derivat) - 
RBI-C5-B12 3,24 107 Acridin - 
RBI-C5-B13 3,94 59,7 Acridin - 
RBI-C5-B14 4,32 103 Imidazolpyridin CD K404-0652 
RBI-C5-B15 4,47 119 Acridin - 
RBI-C5-B16 4,71 99,4 Pyridazin - 
RBI-C5-B17 5,54 114 Acridin - 
RBI-C5-B18 6,20 101 Inden - 
RBI-C5-B19 7,60 106 Benzofuran - 
RBI-C5-B20 12,5 113 Acridin - 
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Die chemischen Strukturen der identifizierten Modulatoren sind divers (Abb. 3-4 bis 
Abb. 3-6). In den meisten Verbindungen findet sich ein heterobicyclisches 
Grundgerüst, aus einem kondensierten Sechsring und einem Fünfring (13 
Verbindungen). Die Ringsysteme sind dabei unterschiedlich stark gesättigt und weisen 
eine variable Anzahl an Heteroatomen auf. Chemisch können die Verbindungen von 
Indol und indolähnlichen Derivaten mit einem Heteroatom (4) bis hin zu Purinderivaten 
mit vier Heteroatomen (3) grob gegliedert werden. Einige Verbindungen besitzen nur 
einen zentralen heterocyclischen Ring. Zu den Sechsringen zählen zwei Verbindungen 
mit Pyrimidin-Motiv und die strukturähnlichen Azin-Vertreter Pyridazin (3), Pyridin (3) 
sowie das gesättigte Piperidin (2). Einfache Fünfringe finden sich entweder mit zwei 
Stickstoff-Heteroatomen (Imidazol, 2) oder mit drei Heteroatomen (Triazol, 3).  
Zu den potentesten der identifizierten Aktivatoren gehörten drei Verbindungen mit 
Benzothiadiazingrundgerüst (Abb. 3-5). Sie bestehen aus einem Benzolring und einem 
Sechsring, der zwei Sticktoffatome und ein zum Sulfon oxidiertes Schwefelatom 
enthält. Zwei von ihnen tragen zudem einen Adamantansubstituenten. Zusammen mit 
sechs weiteren Verbindungen stellen die Adamantane ein häufiges und auffälliges 
Motiv dar (Abb. 3-5). Adamantane bestehen formal aus vier miteinander verbrückten 
Cyclohexanmolekülen mit der Summenformel C10H16. Sowohl potenzielle Aktivatoren 
als auch Blocker tragen Adamantane. Hervorgehoben werden die zwei potenziellen 
Blocker B2 und B3, die neben dem Adamantan nur ein kurzkettiges primäres 
beziehungsweise tertiäres Amin tragen.  
Insgesamt sieben Inhibitoren gehen auf ein Acridingrundgerüst zurück. Acridine 
bestehen als heteroaromatisches System aus drei kondensierten, teils gesättigten 
Sechsringen, bei denen der mittlere ein Stickstoff als Heteroatom trägt (Abb. 3-6). 
Ihnen ähnlich sind die Dibenzazepine, bei denen der mittlere Ring ein Azepin darstellt 
– ein ungesättigter, heterocyclischer, siebengliedriger Ring. Die zwei Verbindungen 
mit Dibenzazepingrundgerüst sind jedoch Aktivatoren (Abb. 3-6). Schließlich gab es 
Verbindungen, die sich nicht in Gruppen zusammenfassen ließen oder keine 
markanten Grundstrukturen enthielten (Abb. 3-6). Dazu zählen zwei Piperidine, 
einfache sechsgliedrige Ringe mit einem Stickstoff-Heteroatom. Ein Benzofuran und 
ein Chroman mit Sauerstoffheteroatomen und ein Inden-Derivat, dessen einziges 
Heteroatom als Ketogruppe außerhalb des Ringsystems liegt. 
Für die weitere Charakterisierung wurden Verbindungen ausgewählt, die sich durch 
eine niedrige EC50 beziehungsweise IC50, durch hohe Effektivität oder besondere 
strukturelle Merkmale auszeichneten. Sie wurden aus kommerziellen Quellen bezogen 
(vgl. Tab. 3-1 und 3-2). Die Verbindungen A7 und A11 zeigten hier ein unerwartetes 
Ergebnis. A7 wirkte im Screening als ein potenter TRPC5-Aktivator, die kommerziell 
erworbene Verbindung zeigte hingegen kaum Aktivität. Für Folgeversuche wurde A7 
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daher nicht weiter berücksichtigt. A11 wurde im Screening mit einer IC50 von 1,73 µM 
initial als Blocker eingestuft. Die erworbene Substanz aktivierte TRPC5-Kanäle jedoch 
transient, was im Initialscreening übersehen wurde. Daher wurde A11 nachträglich zu 
den Aktivatoren gezählt. 
 
Abb. 3-4: Chemische Strukturen der identifizierten TRPC5-Modulatoren I.                                      . 
Die Farbmarkierungen der Verbindungen kennzeichnen die Art der TRPC5-Modulation (rot: inhibierend, 
blau: aktivierend). Die dargestellten Verbindungen vereinen in erster Linie ein oder mehrere 
Heterozyklen mit Stickstoff als Heteroatom. Sie sind nach Ähnlichkeit sortiert und lassen sich in 
Heterobicyclen wie Purin- und Indolderivate sowie einfache fünf- oder sechsgliedrige Ringe unterteilen. 
Einige Verbindungen sind mehreren Gruppen zugehörig. 
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Abb. 3-5: Chemische Strukturen der identifizierten TRPC5-Modulatoren II.                                     . 
Die Farbmarkierungen der Verbindungen kennzeichnen die Art der TRPC5-Modulation (rot: inhibierend, 
blau: aktivierend). Benzothiadiazine (links) waren unter den potentesten der identifizierten Aktivatoren 
und inklusive zweier Benzothiadiazine bildeten die Adamantane (rechts) das häufigste, 
wiedererkennbare Grundmotiv aller TRPC5-Modulatoren. 
 
 
Abb. 3-6: Chemische Strukturen der identifizierten TRPC5-Modulatoren III.                                    . 
kleinere Gruppen von Verbindungen mit i. d. R. geringerer Potenz. Die Farbmarkierungen kennzeichnen 
die Art der TRPC5-Modulation (rot: inhibierend, blau: aktivierend) Acridin und acridinähnliche 
Verbindungen (links) bildeten das dritthäufigste Grundmuster unter den identifizierten Verbindungen. In 
Verbindungen, die sich nicht in Gruppen zusammenfassen ließen, ist das namengebende Grundmotiv 
fett hervorgehoben (rechts) 
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3.1.3 Validierung der TRPC5-Kanalinhibitoren 
Clemizol war zu Beginn dieser Arbeit der potenteste publizierte TRPC5-Inhibitor mit 
einer IC50 von ca. 1 µM. Von den identifizierten Blockern im Screen der ChemBioNet-
Bibliothek deuteten nur zwei Verbindungen eine bessere Potenz an: das Purinderivat 
B1 und das Adamantan B2. In der Validierung zeigte B1 zwar eine IC50 von 0,24 µM, 
die Methylprednisolon-induzierte Fluoreszenzzunahme in HEKTRPC5-Zellen konnte 
jedoch nur partiell inhibiert werden. Die Verbindung wurde daher nicht weiter 
berücksichtigt. Neben B2 wurden vier weitere Strukturen mit einer IC50 nahe 1 µM 
ausgewählt. Mit B14 kam eine weitere Verbindung hinzu, die dem Clemizol in der 
Struktur ähnelte (s. Tab. 3-2, Abb. 3-4). 
 
Abb. 3-7: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der neu identifizierten TRPC5-Inhibitoren.      . 
Fluorometrische Ca2+-Messungen an HEKTRPC5-Zellen mit Fluo-4-Beladung. Die Zellen wurden 90 
Sekunden lang mit verschiedenen Konzentrationen der gezeigten TRPC5-Kanalinhibitoren inkubiert 
und im Anschluss mit 50 µM Methylprednisolon stimuliert. Mittelwert ± SD aus n = 3 unabhängigen 
Messungen.  
Die in Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen ermittelten Potenzen der erworbenen 
Verbindungen fielen zum Teil erheblich schlechter aus als im initialen Screening (Abb. 
3-7). Die IC50-Werte lagen im Bereich von 4-8 µM und damit mindestens Faktor fünf 
über den im Screening angedeuteten Werten. Einzig B14 konnte seine IC50 mit 4,7 µM 
bestätigen. Die IC50 von B9 lag bei nur 18,8 µM und B5 zeigte nahezu keine Inhibition 
mehr. Im Ergebnis war keine der Verbindungen potenter als Clemizol.  
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3.1.4 Validierung der TRPC5-Aktivatoren 
Mit einer EC50 von 9 µM war Riluzol zum Zeitpunkt des Screenings der potenteste 
bekannte TRPC5-Aktivator. Für die Charakterisierung wurden acht Aktivatoren 
ausgewählt, die Riluzol in der EC50 oder der Effektivität überlegen schienen. Die 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Verbindungen wurden denen von 
Methylprednisolon und Riluzol gegenüber gestellt (Abb. 3-8). Die Verbindungen A4 
(EC50 = 4,46 µM), A10 (EC50 = 5,05 µM) und die ursprünglich als Blocker bewertete 
Verbindung A11 (EC50 = 4,26 µM) zeigten im Vergleich mit den beiden bekannten 
Aktivatoren keine signifikant bessere Potenz. Sie wurden für Folgeversuche nicht 
weiter berücksichtigt.  
 
Abb. 3-8: Identifizierte TRPC5-Kanalaktivatoren aus der ChemBioNet-Bibliothek.                         . 
Fluorometrische Ca2+-Messungen an HEKTRPC5-Zellen nach Fluo-4 Beladung. Gezeigt ist die 
konzentrationsabhängige Fluoreszenzänderung nach Zugabe der angezeigten Verbindung (●). Graue 
Kurven stellen die beiden TRPC5-Aktivatoren Riluzol (gestrichelt) und Methylprednisolon (gepunktet) 
aus Abb. 3-1C dar. Für Verbindungen mit biphasischem Muster (nähere Erläuterungen im Text und Abb. 
3-9) wurde neben der EC50 auch eine IC50 bestimmt. Mittelwert ± SD von n = 3 unabhängigen 
Messungen. 
Die Verbindungen A2, A5 und A8 zeigten in der Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung den Verlauf einer Glockenkurve. Bis etwa 10 µM nahm die Fluoreszenz in 
fluorometrischen Ca2+-Messungen nach Stimulation von HEKTRPC5-Zellen zu (Abb. 
3-8). Die EC50-Werte lagen für A2 bei 1,66 µM, für A5 bei 1,54 µM und für A8 bei 
0,76 µM. Bei höheren Konzentrationen wurde die Zunahme der Fluoreszenz geringer 
oder blieb ganz aus. Für diesen scheinbaren Abfall wurde eine „IC50“ bestimmt. Die 
Analyse der Kinetiken (Abb. 3-9) ergab für alle drei Verbindungen ein transientes 
Fluoreszenzsignal. A2 rief bei Konzentrationen > 10 µM keine Aktivierung von TRPC5-
Kanälen mehr hervor. Bei A5 und A8 wurde die Fluoreszenzzunahme bei 
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Konzentrationen über 10 µM ebenfalls schwächer und zugleich kurzlebiger. Dies 
erschwerte eine genaue Bestimmung des Maximums. Aufgrund des gemischt 
aktivierend-inhibierenden Verhaltens wurden diese Verbindungen nicht weiter verfolgt. 
 
Abb. 3-9: Einzelkinetiken zu den TRPC5-Aktivatoren mit Glockenverlauf.                                     . 
Fluorometrische Ca2+-Messungen an HEKTRPC5-Zellen nach Fluo-4-Beladung. Gezeigt ist die 
konzentrationsabhängige Fluoreszenzänderung nach Zugabe der angezeigter Verbindung über die Zeit. 
Die schwarze Kurve entspricht 100 µM der Verbindung, heller werdende Kurven entsprechen einer 
zweifachen Verdünnungsreihe. Alle Kurven zeigen transiente Verläufe. 
Es verblieben RBI-C5-A1 (EC50 = 0,77 µM) und RBI-C5-A3 (EC50 = 1,49 µM). Beide 
zeigten eine höhere Potenz als Methylprednisolon und Riluzol. HEKTRPC4-Zellen 
reagierten bei akuter Zugabe nicht auf die Verbindungen (Abb. 3-10A). Die Co-
Stimulation mit Carbachol zeigte jedoch bei den mit A3 behandelten Zellen eine 
konzentrationsabhängige Potenzierung der Kanalaktivierung (Abb. 3-10B-D). Die 
Differenzierbarkeit von TRPC4- und TRPC5-Aktivierung stellte ein wünschenswertes 
Kriterium dar. Daher wurde A1 zur detaillierten Charakterisierung ausgewählt. 
Chemisch setzt sich A1 aus einem Adamantan und einem Benzothiadiazin-
grundgerüst zusammen. Nach letzterem wird fortan für A1 die Bezeichnung BTD 
verwendet. 
 
Abb. 3-10: Vergleich von RBI-C5-A1 und RBI-C5-A3 bei Applikation auf TRPC4-Kanäle.               . 
Fluorometrische Ca2+-Messungen von HEKTRPC4-Zellen nach Fluo-4-Beladung. Gezeigt ist die 
konzentrationsabhängige Fluoreszenzänderung nach Zugabe der beiden TRPC5-Aktivatoren RBI-C5-
A1 (A1, ●) und RBI-C5-A3 (A3, ○). (A) Akute Zugabe der Verbindungen (B) Zugabe in Kombination mit 
dem Muskarinrezeptoragonisten Carbachol (Cch, 1 mM). (C-D) Vergleich der Einzelkinetiken aus (B) 
im Zeitverlauf. Die schwarze Kurve entspricht 100 µM der Verbindung, heller werdende Kurven stellen 
eine zweifache Verdünnungsreihe dar. 
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3.2 Das Benzothiadiazin BTD als neuer TRPC5-Kanalaktivator 
Durch weitere fluorometrische Ca2+-Messungen mit verschiedenen HEKTRPC5-
Zellen und Chargen von BTD wurde eine EC50 von 1,4 ± 0,3 µM (n = 10) bestimmt 
(Abb. 3-11A). Fluoreszenzzunahmen, die in mit Fura-2 oder Fluo-4-beladenen 
HEKTRPC5-Zellen durch BTD hervorgerufenen wurden, konnten durch die identifizierten 
TRPC5-Inhibitoren Clemizol (IC50 = 3,1 µM), ML204 (IC50 = 9,9 µM) und Pico145 
(IC50 = 2,2 nM) konzentrationsabhängig unterbunden werden (Abb. 3-11B). In 
Einzelzellmessungen betrug die mittlere Zunahme der [Ca2+]i nach Stimulation mit 
10 µM BTD 700 nM, welche durch Zugabe von 10 µM Clemizol vollständig reversibel 
war (Abb. 3-11C).  
 
Abb. 3-11: BTD aktiviert TRPC5-Kanäle in HEKTRPC5-Zellen.                                                              . 
(A, B) Fluorometrische Ca2+-Messungen, normiert auf den maximalen Effekt nach BTD-Stimulation. (A) 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von BTD (n = 10), Mittelwerte ± SD (B) Fluoreszenzänderung von 
mit BTD stimulierten HEKTRPC5-Zellen nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Pico145, Clemizol 
und ML204. Mittelwert ± SD von n ≥ 3 Messungen, bzw. Mittelwert ± SEM einer Vierfachbestimmung 
(ML204). (C) Einzelzell-Ca2+-Messung bei aufeinander folgender Applikation von 10 µM BTD und 10 µM 
Clemizol. Graue Spuren: [Ca2+]i von Einzelzellen, schwarze Spur: Mittelwert. Verändert aus Beckmann 
et al. 2017. 
Die für BTD bestimmte EC50 von 1,4 µM wich deutlich von der des initialen Screens 
ab (EC50 = 0,25 µM) und lag nahe eines weiteren, sehr ähnlichen identifizierten 
Benzothiadiazins (RBI-C5-A6, EC50 = 1,15 µM, s. Tab. 3-1, Abb. 3-5). Der Unterschied 
zum BTD besteht lediglich im Fehlen einer Methylgruppe am sechsten 
Kohlenstoffatom des Ringsystems (C6). Um sicherzustellen, dass BTD tatsächlich die 
potenteste Substanz war, wurde ein 2D-Strukturvergleich der ChemBioNet-Bibliothek 
durchgeführt. Dabei konnten zwei weitere Verbindungen mit hoher Ähnlichkeit zum 
BTD identifiziert werden (ChemDiv-Nummern: K261-1477, K261-1566), die im 
Initialscreen jedoch unauffällig geblieben waren. Bei ihnen ist die Kette verkürzt, die 
das Benzothiadiazin mit dem Adamantan verbindet. Schließlich wurden mit Diazoxid 
und DAD11 zwei bekannte KATP-Kanalöffner mit Benzothiadiazin-Gerüst für 
vergleichende Untersuchungen herangezogen (Lachenicht et al. 2009). In den 
folgenden fluorometrischen Ca2+-Messungen an HEKTRPC5-Zellen führte nur A6 zu 
einer Fluoreszenzzunahme, jedoch mit niedrigerer Potenz im Vergleich zum ersten 
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Screen (EC50 = 9,0 ± 5,4 µM; n = 4; Abb. 3-12). Die übrigen Verbindungen blieben 
wirkungslos (Abb. 3-12). Bezogen auf die TRPC5-Aktivierung wurde BTD somit als 
effektivste der untersuchten Benzothiadiazin-Verbindungen bestätigt. 
 
Abb. 3-12: Vergleich von BTD mit Strukturderivaten.                                                                         . 
(A) Überblick der eingesetzten Derivate. BTD wurde mit drei ähnlichen Derivaten aus der ChemBioNet-
Bibliothek verglichen, die von ChemDiv erworben wurden. Neben den Strukturen ist das 
Molekulargewicht (MW) in g/mol, der Verteilungskoeffizient für das Octanol/Wasser-Gleichgewicht 
(logP) sowie, falls ermittelbar, der EC50-Wert angegeben (n.v. = nicht verfügbar). (B) Beispielhafte 
fluorometrische Ca2+-Messung an HEKTRPC5-Zellen, bei der alle gezeigten Verbindungen parallel auf 
einer Mikrotiterplatte gemessen wurden. Angegeben sind Mittelwert ± SEM einer Vierfachbestimmung.  
(C) Darstellung der maximalen Fluoreszenzänderung nach Zugabe von 100 µM der genannten 
Verbindung. Die Effektgrößen wurden auf einen Vergleichswert von 100 µM BTD normiert. Zusätzlich 
zu den in A gezeigten Verbindungen wurden die etablierten TRPC5-Aktivatoren Methylprednisolon 
(MPred), Englerin A (100 nM) und Riluzol hinzu gezogen. Mittelwert ± SD von der in den Balken 
angegebenen Anzahl unabhängiger Messungen. Abbildung verändert aus Beckmann et al. 2017. 
In elektrophysiologischen Ganzzellableitungen an HEKTRPC5-Zellen führte die 
Stimulation mit 10 µM BTD zu einer signifikanten Zunahme der Stromdichte. Es bildete 
sich eine N-förmige I/V-Kurve aus, die typisch für TRPC5-Kanäle ist (Abb. 3-13A). Die 
zusätzliche Gabe von 10 µM Clemizol führte zu einer Abnahme der Stromdichte auf 
Ausgangsniveau (Abb. 3-13A, B). Aus der Applikation verschiedener BTD-
Konzentrationen und den daraus resultierenden Stromdichten wurde eine 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung erstellt (Abb. 3-13C). Für die Einwärtsströme bei 
-70 mV Haltespannung ergab sich eine EC50 von 1,2 µM. Für die Auswärtsströme bei 
+70 mV wurde eine EC50 von 0,9 µM errechnet. Die BTD-abhängige Zunahme der 
Stromdichte war durch Auswaschen des Aktivators reversibel und ermöglichte 
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repetitive Stimulationen mit, bezogen auf den Einwärtsstrom, gleichbleibender 
Effektstärke (Abb. 3-13D, E).  
 
Abb. 3-13: BTD aktiviert TRPC5-Ströme in Ganzzellableitungen.                                                      . 
Elektrophysiologische Ganzzellableitungen an HEKTRPC5-Zellen, bei denen Spannungsrampen von 
−100 bis +100 mV (in C von −70 bis +70 mV) in 1 s Intervallen angelegt wurden. (A) I/V-Kurven vor (1) 
und nach (2) der Applikation von 10 µM BTD bzw. bei gleichzeitiger Gabe von BTD und 10 µM Clemizol 
(3). Das eingefügte Diagramm zeigt die Stromdichte in pA/pF bei −100 mV (untere Kurve) bzw. +100 mV 
(obere Kurve) Haltespannung im Zeitverlauf des Experiments. Die gepunktete Linie entspricht der 
Nullinie. Die Pfeilköpfe stellen die Zeitpunkte dar, aus denen die Einzelrampen generiert wurden. (B) 
Statistische Analyse von 7 Experimenten wie in (A) bezogen auf die ein- und auswärts gerichteten 
Ströme bei ± 100 mV Haltespannung. (C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung, ermittelt bei 
verschiedenen BTD-Konzentrationen. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert ± SD von n ≥ 4 
Messungen. Die Punkte wurden mit einer Vier-Parameter Hill-Gleichung angepasst. Die obere Kurve 
zeigt den Auswärts-, die untere den Einwärtsstrom bei ±70 mV Haltespannung. (D) Aus den 
Spannungsrampen extrahierte Stromdichten bei +100 mV (obere Kurve) und −100 mV (untere Kurve) 
bei repetitiver Stimulation mit 10 µM BTD (schwarzer Balken) und anschließender Zugabe von Clemizol 
(grauer Balken). Die gepunktete Linie markiert die Nullinie. (E) Mittelwerte und SD für 3 Experimente 
wie in (D). Zum Teil verändert aus Beckmann et al. 2017. 
 
3.2.1 BTD als selektiver TRPC5-Kanalaktivator 
Für die Auswahl von BTD als TRPC5-Modulator sprach die Fähigkeit, bei der 
Aktivierung zwischen TRPC5- und TRPC4-Kanälen zu diskriminieren. In 
fluorometrischen Ca2+-Bestimmungen reagierten HEKTRPC4-Zellen nicht auf BTD-
Stimulation (vgl. Abb. 3-10). Dieser Befund wurde in Einzelzellmessungen bestätigt 
(Abb. 3-14). Nach Leerung der intrazellulären Ca2+-Speicher durch Thapsigargin führte 
eine 10 µM BTD-Lösung in HEKTRPC4-Zellen zu einer minimalen, aber nicht 
signifikanten Zunahme der [Ca2+]i. Die nachfolgende Stimulation mit 20 nM des 
unselektiven TRPC4/TRPC5-Agonisten Englerin A steigerte die [Ca2+]i, deutlich und 
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persistierte auch Minuten nach Auswaschen von Englerin A. Mit TRPC4 transient 
transfizierte HEK293-Zellen zeigten in Ganzzellableitungen keine Veränderungen in 
der I/V-Kurve nach BTD-Stimulation (10 µM), während die I/V-Kurve nach Zugabe von 
20 nM Englerin A die für TRPC4-Kanäle typische N-Form annahm (Abb. 3-14B, C).  
 
Abb. 3-14: TRPC4-Kanäle reagieren nicht auf BTD-Stimulation.                                                       .  
(A) Einzelzell-Ca2+-Messung an stabil TRPC4-exprimierenden Zellen (HEKTRPC4). Graue Linien zeigen 
die [Ca2+]i für Einzelzellen, die schwarze Linie gibt den Mittelwert aller 100 Einzelzellen wieder. Die 
Balken über dem Diagramm zeigen die Applikationszeiträume für Thapsigargin (2 µM), BTD (10 µM) 
und Englerin A (EA, 20 nM). (B) HEK293-Zellen mit transienter TRPC4-Expression. I/V-Kurven vor (1) 
und während (2) der Applikation von 10 µM BTD bzw. bei Applikation von 20 nM EA (3). Das eingefügte 
Diagramm zeigt die Stromdichte in pA/pF für −100 mV (untere Kurve) bzw. +100 mV (obere Kurve) 
Haltespannung im Zeitverlauf des Experiments. Die gepunktete Linie entspricht der Nullinie. Die 
nummerierten Pfeilköpfe stellen die Zeitpunkte dar, aus denen die Einzelrampen generiert wurden. (C) 
Statistische Analyse von n = 7 Experimenten wie in (B), bezogen auf die ein- und auswärts gerichteten 
Ströme bei ± 100 mV Haltespannung. Verändert aus Beckmann et al. 2017. 
Die Selektivität von BTD innerhalb der TRP-Familie wurde mit Hilfe fluorometrischer 
Ca2+-Messungen untersucht. HEK293-Zellen mit stabiler Expression eines TRP-
Kanals wurden mit verschiedenen BTD-Konzentrationen stimuliert. Die resultierenden 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen wurden denen etablierter Kanalaktivatoren 
gegenüber gestellt (Abb. 3-15). Neben TRPC4 wurden auch die übrigen Vertreter der 
TRPC-Familie – TRPC3, TRPC6 und TRPC7 – betrachtet. Keine der untersuchten 
Zelllinien zeigte bei BTD-Zugabe eine signifikante Veränderung der [Ca2+]i. Schwache 
inhibitorische Effekte bei BTD-Konzentrationen >10 µM erreichten keine statistische 
Signifikanz (Abb. 3-15A, D, M). Die Co-Stimulation mit dem TRPC-Aktivator OAG 
unterschied sich nicht von der alleinigen OAG-Stimulation. 
TRPA1-exprimierende Zellen zeigten ab 100 µM BTD eine leichte Fluoreszenz-
zunahme (Abb. 3-15E) von etwa 11 % der maximalen AITC-Antwort, die das 
Signifikanzniveau knapp verfehlte (p = 0,076). Die Co-Stimulation mit AITC blieb 
hingegen unauffällig. Bei den ausgewählten Vertretern der TRPM-Familie zeigten 
einzig TRPM2-exprimierende Zellen eine signifikante Fluoreszenzzunahme bei BTD-
Konzentrationen ≥ 50 µM. Die Co-Applikation mit H2O2 ergab eine signifikant 
niedrigere Fluoreszenzzunahme als die Stimulation mit H2O2 allein (Abb. 3-15F, M).  
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Abb. 3-15: Selektivitätsprofil von BTD innerhalb der TRP-Kanalfamilie.                                          . 
(A-L) Fluorometrische Ca2+-Messungen mit Fluo-4 beladenen HEK293-Zellen, die jeweils einen TRP-
Kanal stabil exprimierten. Die Diagramme zeigen je ein Beispielexperiment für die 
konzentrationsabhängige Fluoreszenzänderung nach Zugabe von BTD (●) im Vergleich zum jeweiligen 
spezifischen TRP-Kanalaktivator (○). OAG: 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol; EA: Englerin A; AITC: 
Allylisothiocyanat; PregS: Pregnenolonsulfat; Caps: Capsaicin; 2-APB: 2-Aminoethoxydiphenylborat; 
GSK: GSK1016790A. Mittelwerte ± SEM einer Vierfach- bzw. einer Doppelbestimmung (TRPC3, 6, 7). 
(M) Mittelwert und SD aus n ≥ 3 unabhängigen Messungen. Dargestellt ist die Veränderung zum 
Basalwert (gestrichelte Linie) nach Zugabe von 100 µM BTD (schwarz), einer aus (A-L) entnommenen, 
sättigenden Konzentration des jeweiligen Agonisten (weiß, siehe Sternchenvermerk) oder einer 
Kombination von beiden (grau). Signifikante Änderungen zum Basalwert (p < 0,05, *) und Unterschiede 
zwischen Zugabe des Agonisten und der Kombination von Agonist und BTD (p < 0,05, #) sind markiert. 
Z.T. verändert aus Beckmann et al. 2017. 
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HEKTRPM3-Zellen zeigten keinerlei Reaktion auf BTD-Stimulation. TRPM8-
exprimierende Zellen zeigten in zwei von vier Messungen einen Anstieg des 
Fluoreszenzsignals, für das eine EC50 von 20,6 ± 4,3 µM berechnet wurde (Abb. 
3-15H). Aufgrund der insgesamt sehr geringen Unterschiede vor und nach BTD-
Stimulation wurde jedoch keine Signifikanz erreicht (p = 0,264). Auch die Co-
Stimulation mit Icilin zeigte keine Unterschiede. Innerhalb der TRPV-Familie zeigten 
HEKTRPV1-Zellen bei Konzentrationen > 50 µM in der Hälfte der Versuche eine 
Fluoreszenzzunahme, welche die Signifikanzgrenze wiederum knapp verfehlte (Abb. 
3-15I, p = 0,075). Im paarweisen Vergleich steigerte die Co-Stimulation von Capsaicin 
und BTD die [Ca2+]i stets geringer als die alleinige Capsaicin-Applikation (ca. −9 %). 
Aufgrund der hohen Streuung der Capsaicin-Antwort zwischen den Einzelmessungen 
wurde keine statistische Signifikanz erreicht (p = 0,067). Bei TRPV2-, TRPV3- und 
TRPV4-exprimierenden Zellen zeigte die Zugabe von BTD keinerlei Auffälligkeiten. 
Damit zeigt BTD innerhalb der TRP-Familie eine starke Spezifität für TRPC5-Kanäle 
Wie bereits beschrieben ist das Benzothiadiazin-Grundgerüst von BTD ein 
bekanntes Motiv in der Struktur von Aktivatoren einwärts gleichrichtender ATP-
abhängiger Kaliumkanäle (KATP). Vier zentral angeordnete, einwärts gleichrichtende 
Kalium-Kanäle (Kir) bilden mit vier peripher orientierten Sulfonylharnstoff-Rezeptoren 
(SUR) den KATP-Kanal. Die Aktivierung von KATP-Kanälen führt zur Hyperpolarisation 
der Zellen, die mit dem Membranpotenzial-Sensor DisBac1(3) als Fluoreszenzsignal 
sichtbar gemacht werden kann. Im Rahmen der Strukturvergleiche wurden die KATP-
Aktivatoren Diazoxid und DAD11 (Lachenicht et al. 2009) bereits auf HEKTRPC5-Zellen 
getestet (Abb. 3-12). Im Gegenzug wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe für 
Lasermedizin um Prof. Dr. Horst Lemoine von der Heinrich-Heine-Universität 
Düsseldorf die Wirkung von BTD auf KATP-Kanäle getestet (Abb. 3-16). Kir6.1/SUR2B-
Kanäle, die in HEK293-Zellen überexprimiert wurden, konnten durch BTD nur partiell 
aktiviert werden (EC50 = 79,4 ± 3,7 µM; n = 4). DAD11 zeigte eine um Faktor vier 
bessere Potenz (EC50 = 11.2 ± 1.3 μM). Als Referenzsubstanz diente der für diesen 
Subtyp selektive KATP-Kanalaktivator Bimakalim (EC50 = 12.5 ± 0.05 nM). In CHO-
Zellen mit Kir6.2/SUR1B-Kanalexpression konnte keine BTD-abhängige Aktivierung 
festgestellt werden. Ein schwacher depolarisierender Effekt deutete eher auf eine 
inhibierende Wirkung hin (IC50 >100 µM). DAD11 blieb wirkungslos, als 
subtypspezifische Referenz diente NNC414 (EC50 = 0.45 ± 0.05 μM). 
Zusammengefasst besitzt BTD allenfalls geringe Wirkung auf KATP-Kanäle. 
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Abb. 3-16: Membranpotenzialmessung von KATP-Kanälen.                                                                . 
(A-B) Kir6.1/SUR2B exprimiert in HEK293-Zellen wurden mit DisBAC1(3) beladen. (A) Dargestellt ist 
die Fluoreszenzänderung in relativen Einheiten (RFU). (1) Zugabe verschiedener BTD-Konzentrationen 
im Vergleich zu Bimakalim. (2) Zugabe von 1 µM Bimakalim. (B) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung, 
normiert auf die maximale Fluoreszenzänderung ausgelöst durch Bimakalim. (C-D) Experiment wie in 
(A-B) mit Kir6.2/SUR1 exprimiert in CHO-K1-Zellen. Als Referenz diente der Aktivator NNC414. (D) 
Mittelwert ± SEM aus vier unabhängigen Messungen. Abbildung verändert aus Beckmann et al. 2017. 
TRP-Kanäle bestehen entweder aus vier identischen Untereinheiten 
(Homotetramere), oder aus Untereinheiten verschiedener (Heterotetramere). TRPC1, 
TRPC4 und TRPC5 können untereinander funktionale Kanalkomplexe bilden 
(Hofmann et al. 2002). Heteromere aus TRPC1:TRPC5 und TRPC1:TRPC4 sind 
aufgrund einer veränderten Strom-Spannungs-Kennlinie leicht identifizierbar (Strübing 
et al. 2001). Nach transienter Co-Transfektion der möglichen Zweierkombinationen 
sollte die Aktivierbarkeit dieser Heteromere durch BTD in elektrophysiologischen 
Ganzzellableitungen überprüft werden. Die Zugabe von 10 µM BTD auf 
TRPC1:TRPC5 co-exprimierende Zellen führte zu der für das Heteromer 
charakteristischen I/V-Kurve mit geringen Einwärtsströmen (Abb. 3-17A). Dieser Effekt 
war durch Auswaschen der Verbindung vollständig reversibel. Auf Zellen mit 
TRPC1:TRPC4-Expression zeigte BTD hingegen keine Wirkung (Abb. 3-17B). Die 
charakteristische I/V-Kurve konnte allerdings durch 20 nM Englerin A hervorgerufen 
werden und war wiederum durch Auswaschen reversibel.  
TRPC4:TRPC5-Heteromere sind weniger eindeutig zu identifizieren. Da sich die 
Kennlinien der jeweiligen Homotetramere kaum unterscheiden, wird auch für das 
Heteromer eine N-förmige I/V-Kurve erwartet, was eine klare Abgrenzung erschwert. 
Für die Transfektion wurden ein CFP-getagtes TRPC5-Plasmid und ein YFP-getagtes 
TRPC4-Plasmid verwendet. BTD löste in den so transfizierten Zellen eine Zunahme 
der Stromdichte aus, die die typische N-Form der TRPC4- oder TRPC5-
Homotetramere aufwies. Zur Klärung, ob es sich dabei um TRPC4:TRPC5-
Heteromere handelte, wurde der Gleichrichtungsindex (RI; rectification index) ermittelt 
(Tab. 3-3). Er wird als Quotient aus maximal gemessenem Einwärts- und 
Auswärtsstrom errechnet. Die Stimulation mit 20 nM des unselektiven Agonisten 
Englerin A zeigte für TRPC4 und TRPC5 signifikant verschiedene RI (Tab. 3-3; 
p < 0,001, s. 6.1). Die Stromamplituden, die BTD in den mit TRPC4:TRPC5-
transfizierten Zellen induzierte, waren größer als bei alleiniger TRPC5-Expression. Der 
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Einwärtsstrom war im Mittel sechsfach größer, während sich der Auswärtsstrom in 
etwa verdoppelte. Daraus resultierten signifikante Unterschiede im RI von TRPC5 
(RI = 0,53 ± 0,17) und TRPC4:TRPC5 (RI = 1,36 ± 0,09) unter BTD-Stimulation 
(p < 0,001). Da TRPC4-Kanäle insensitiv für BTD sind, legt dies den Schluss eines 
funktionalen TRPC4:TRPC5 Heteromers nahe und zeigt, dass BTD sämtliche 
Heteromere mit TRPC5-Untereinheiten aktivieren kann. 
 
Abb. 3-17: BTD aktiviert TRPC-Heteromere, die 
TRPC5-Untereinheiten enthalten.                       . 
Elektrophysiologische Ganzzellmessungen an 
HEK293-Zellen, die mit verschiedenen Kombina-
tionen von TRPC1, TRPC4 und TRPC5 transient 
co-transfiziert wurden. (A) Heteromer aus TRPC1- 
und TRPC5-Untereinheiten. I/V-Kurven vor (1) und 
während (2) der Applikation von 10 µM BTD. Das 
eingefügte Diagramm zeigt die Stromdichte in 
pA/pF für −100 mV (untere Kurve) bzw. +100 mV 
(obere Kurve) Haltespannung im Zeitverlauf des 
Experiments. Die gepunktete Linie entspricht der 
Nullinie. Die Pfeilköpfe zeigen die Zeitpunkte, aus 
denen die Einzelrampen extrahiert wurden.  
(B) Statistische Analyse von 7 Experimenten wie 
in (A), bezogen auf die ein- und auswärts 
gerichteten Ströme bei ± 100 mV Haltespannung. 
(C, D) Heteromer aus TRPC1- und TRPC4- 
Untereinheiten. Experimente wie in (A, B) mit 
zusätzlicher Applikation von 20 nM Englerin A (EA, 
3) als Positivkontrolle. (E, F) Heteromer aus 
TRPC4- und TRPC5- Untereinheiten; Experimente 







Tab. 3-3: Elektrophysiologische Parameter von homo- und heterotetrameren TRPC4- und TRPC5-
Kanälen. Die Ionenkanäle wurden jeweils in HEK293-Zellen zur Expression gebracht und mit den beiden 
Aktivatoren Englerin A und BTD stimuliert. Angegeben sind die maximalen Stromamplituden bei 
± 100 mV in pA sowie der daraus resultierende Gleichrichtungsindex (RI). 
Kanal Aktivator [µM] n = 
max. pA bei 
RI 
−100 mV +100 mV 
TRPC4 Englerin A 0,02 7 −588 ± 249 394 ± 175 1,51 ± 0,06 
TRPC5 
BTD 10 7 −80,5 ± 25,1 151 ± 19,0 0,53 ± 0,17 
Englerin A 0,02 3 −517 ± 102 446 ± 89,2 1,15 ± 0,05 
TRPC4:TRPC5 BTD 10 7 −374 ± 170 280 ± 137 1,36 ± 0,09 
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3.2.2 BTD als direkter TRPC5-Kanalaktivator 
In den bisherigen Versuchen deutete BTD eine persistierende TRPC5-
Kanalaktivierung an. Ein anhaltender Kationeneinstrom kann sich auf die metabolische 
Aktivität der Zellen auswirken und mit Hilfe des MTT-Tests gezeigt werden. Er beruht 
auf der Verstoffwechslung eines wasserlöslichen Tetrazolium-Salzes (MTT) zu einem 
wasserunlöslichen Formazan. Dabei kommt es zu einem Farbumschlag, dessen 
Stärke ein Maß für die metabolische Aktivität der Zellen ist und an einem Photometer 
quantifiziert werden kann. Induzierte und nicht induzierte HEKTRPC5-Zellen wurden für 
24 Stunden verschiedenen BTD-Konzentrationen ausgesetzt. Dann wurde MTT 
zugeführt und nach drei Stunden der Farbumschlag bestimmt. Induzierte HEKTRPC5-
Zellen zeigten ab einer BTD-Konzentration von 1 µM eine signifikant niedrigere 
Extinktion, während in nicht-induzierten Zellen keine signifikanten Veränderungen 
sichtbar wurden (Abb. 3-18, s. 6.1). 
 
Abb. 3-18: BTD beeinflusst die metabolische 
Aktivität von HEKTRPC5 im MTT-Test.                          . 
Induzierte (Tet+) und nicht-induzierte (Tet-) HEKTRPC5-
Zellen wurden 24 h mit verschiedenen BTD-
Konzentrationen inkubiert und auf eine unbehandelte 
Kontrolle normiert. Die Balken zeigen Mittelwerte und 
SD aus 6 Messungen. Signifikanzen zwischen 
induzierten und nicht induzierten Zellen derselben 
Konzentration sind markiert. Zwischen den nicht 




Zur Aufklärung des potenziellen Wirkmechanismus von BTD wurde zunächst die 
indirekte TRPC-Aktivierung über Gq-gekoppelte Rezeptoren (GqPCR) geprüft. Die 
durch GqPCRs stimulierte Phospholipase C (PLC) setzt PIP2 zu Diacylglycerin (DAG) 
um, einem direkten Aktivator der TRPC-Ionenkanäle. Translokationsversuche mit der 
PLC-abhängigen Proteinkinase C ε (PKCε) sollten zeigen, ob BTD in diese Kaskade 
eingreift. Dazu wurde eine HEK293-Zelllinie mit stabiler Expression einer YFP-
getagten PKCε verwendet (Abb. 3-19). Sollte in Folge einer PLC-Aktivierung DAG 
gebildet werden, transloziert die zuvor gleichmäßig im Cytosol verteilte PKCε zur 
Zellmembran. Die Zugabe von 10 µM BTD führte zu keiner Änderung der PKCε- 
Verteilung im Cytosol. 1 µM Phorbol-12-myristat-13-acetat – ein Strukturanalogon von 
DAG – bewirkte innerhalb einer Minute nach Zugabe eine nahezu vollständige 
Translokation der PKCε. 
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Abb. 3-19: BTD aktiviert TRPC5-Kanäle nicht über den Phospholipase C-Signalweg.                    .  
(A) Konfokalmikroskopische Aufnahmen zeigen die Verteilung und Translokation einer YFP-getaggten 
PKCε. Dargestellt sind drei ausgewählte Zellen mit stabiler PKCε-Expression zu Versuchsbeginn (links), 
2 min nach Zugabe von 10 µM BTD (mittig) und 1 min nach Zugabe von 1 µM Phorbol-12-myristat-13-
acetat (PMA, rechts). Die weiße Linie markiert einen 10 µm langen Querschnitt durch eine der Zellen, 
entlang dessen das Fluoreszenzintensitätsprofil bestimmt wurde (eingefügtes Diagramm)  
(B) Statistische Analyse von n = 7 unabhängigen Messungen wie in (A). Die Balken zeigen die 
Mittelwerte und SD der Fluoreszenzintensitäten über dem Cytosol (Cyt) und der Plasmamembran (PM). 
Signifikante Änderungen sind markiert (*; p < 0,05, ANOVA mit Tuckey’s Post-hoc-Test). Verändert aus 
Beckmann et al. 2017. 
Um die Abhängigkeit der BTD-Wirkung von cytosolischen Faktoren zu überprüfen, 
wurden elektrophysiologische Ableitungen an exzidierten Membranflecken (excised 
patches) durchgeführt. Nach Herstellung eines hochohmigen Membranwiderstandes 
wird die Pipette schnell von der Oberfläche abgezogen. Die Innenseite des 
herausgerissenen Membranflecks ist direkt der umgebenden Badlösung ausgesetzt 
(inside-out-Konfiguration) und enthält im Idealfall nur einen TRPC5-Kanal. Zudem 
erlaubt diese Konfiguration direkte Applikation von BTD auf der innenliegenden 
Membranseite, wobei cytosolische Faktoren weitgehend eliminiert werden (Abb. 3-20). 
 
Abb. 3-20: BTD aktviert TRPC5 Kanäle in inside-out Patches.                                                          . 
(A) Repräsentative Ableitung in der inside-out-Konfiguration von mindestens zwei TRPC5-Kanälen bei 
einer Spannung von −70 mV. Der schwarze Balken symbolisiert die Zugabe von 10 µM BTD. Darunter 
vergrößerter Ausschnitt mit markiertem geschlossenen Zustand (c) und Offenleveln (o1 und o2).  
(B) Statistische Analyse von 7 Experimenten wie in (A). Die Offenwahrscheinlichkeit von n Kanälen im 
excised patch (nPo) wurde über 30 s Intervalle vor und nach der Applikation von 10 µM BTD bestimmt 
und in logarithmischer Skalierung aufgetragen. Gleiche Experimente sind mit einer Linie verbunden. 
Der Unterschied zwischen beiden Behandlungen ist signifikant (*; p < 0,05). (C) Darstellung der 
Stromdifferenz zwischen zwei Offenleveln in Abhängigkeit der angelegten Spannung (n = 3, 
Mittelwert ± SEM). Lineare Regression ergab eine Kanalleitfähigkeit von 63 pS. Verändert aus 
Beckmann et al. 2017. 
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Mit BTD stimulierte patches von HEKTRPC5-Zellen reagierten reversibel mit einer 
signifikanten Zunahme von Einzelkanalschaltereignissen (Abb. 3-20A). Die 
Offenwahrscheinlichkeit (Po) ist eine wichtige Kennzahl für Ionenkanäle und ergibt sich 
bei Ableitung eines Einzelkanals aus dem Quotienten von Offenzeit und 
Messzeitraum. Da die genaue Anzahl der Kanäle im patch unbekannt ist, werden die 
Po-Werte als Produkt der Kanalanzahl n (nPo) dargestellt, wodurch sie zwischen 
verschiedenen Membranflecken stark variieren können. Die nPo in den patches sind 
nach erfolgter Stimulation mit BTD signifikant erhöht (Abb. 3-20B). Die Stromdifferenz 
zwischen zwei Offenleveln hängt von der angelegten Spannung ab. Durch das Messen 
bei verschiedenen Spannungen konnte eine Einzelkanalleitfähigkeit von 63 pS 
ermittelt werden (Abb. 3-20C). In Summe deutet dies auf eine direkte Interaktion von 
BTD mit dem TRPC5-Kanal hin. 
 
3.2.3 Stimulation endogen exprimierter TRPC5-Kanäle 
Im Überexpressionssystem wurde BTD als effektiver TRPC5-Kanalaktivator 
bestätigt. Seine Wirksamkeit auf endogen exprimierte TRPC5-Kanäle sollte an der 
humanen Glioblastomzelllinie U87 untersucht werden (Abb. 3-21 A-D). In Einzelzell-
Ca2+-messungen zeigte sich eine leichte, statistisch signifikante Zunahme der 
intrazellulären Ca2+-Konzentration nach Stimulation mit 50 µM BTD (Abb. 3-21A, B). 
Diese konnte nicht mit Clemizol inhibiert werden, da Clemizol selbst ein Ca2+-Signal in 
diesen Zellen auslöst. Die BTD-abhängige Zunahme war jedoch durch Auswaschen 
der Substanz partiell reversibel. In elektrophysiologischen Ganzzellableitungen führten 
20 µM BTD ebenfalls zu einer geringen aber signifikanten Zunahme der Stromdichte 
bei ± 100 mV (Abb. 3-21C, D). Diese war ebenfalls durch Auswaschen reversibel. 
Allerdings zeigte die Strom-Spannungskennlinie der Messungen nicht die für TRPC5-
Kanäle typische N-Form, sondern ähnelte eher der I/V-Kurve des TRPC1:TRPC5-
Heteromers.  
Zur Absicherung wurde eine zweite Zelllinie hinzugezogen, die laut den 
Datenbanken „AvaSysBio“ und „Proteinatlas“ endogen TRPC5-Kanäle exprimiert: 
NTERA2 (auch NTERA-2/D2 oder NT2, s. Anhang 6.2). Die Expression von TRPC5 
wurde im Vorfeld mit Hilfe einer quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 
(qPCR) abgesichert (Tab. 3-4). Als Positivkontrolle dienten U87-Glioblastomzellen und 
transient transfizierte HEK293-Zellen (s. Tab. 2-6). Da für beide Zelllinien 
verschiedene Kulturmedien gebräuchlich sind, wurden zudem je zwei verschiedene 
Medien verglichen. Alle übrigen Parameter blieben konstant (Temperatur, CO2-Level, 
Passagezeiten, verwendete Kulturflaschen und -geräte).  
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Abb. 3-21: BTD zeigt nur schwache Effekte auf Zellen mit endogener TRPC5-Expression.           . 
(A-D) U87-Glioblastomzellen wurden mit unterschiedlichen BTD-Konzentrationen stimuliert.  
(A) Einzelzell-Ca2+-Messung, graue Linien: [Ca2+]i in Einzelzellen, schwarz: Mittelwert. Balken markieren 
den Zugabezeitraum von BTD. (B) Statistische Auswertung von 7 unabhängigen Messungen (Mittelwert 
und SD). (C) Elektrophysiologische Ganzzellmessungen, I/V-Kurven vor (1) und während (2) der 
Applikation von 20 µM BTD bzw. nach Auswaschen (3). Das eingefügte Diagramm zeigt die Stromdichte 
in pA/pF für −100 mV (untere Kurve), bzw. +100 mV (obere Kurve) Haltespannung im Zeitverlauf des 
Experiments. Die gepunktete Linie entspricht der Nullinie. Die Pfeilköpfe stellen die Zeitpunkte dar, aus 
denen die Einzelrampen generiert wurden. (D) Statistische Auswertung von 5 Experimenten wie in (C) 
(Mittelwert und SD). (E-H) gleicher Satz Experimente wie in (A-D), durchgeführt mit NTERA2-Zellen; (F) 
zeigt die Auswertung für 5 Experimente. 
Morphologisch zeigten die beiden Zelllinien keinen Unterschied zwischen den 
verwendeten Kulturmedien. Die untersuchte Expression der humanen TRPC1-, 
TRPC4- und TRPC5-Kanäle variierte hingegen deutlich (Tab. 3-4). In beiden Zelllinien 
– U87 und NTERA2 – konnten vergleichbare Expressionen von TRPC1, TRPC4 und 
TRPC5 nachgewiesen werden (Tab. 3-4). Die größten Unterschiede gab es zwischen 
den Kulturmedien. So konnte TRPC4 nur in U87-Zellen nachgewiesen werden, die in 
DMEM mit hohem Glucosegehalt (DMEM/HG) kultiviert wurden, nicht jedoch in IMDM. 
Bei den NTERA2-Zellen war das TRPC4-Level in DMEM/HG 15-fach höher im 
Vergleich zur nährstoffangereicherten DMEM-Variante F12. Für hohe TRPC1-
Expression in U87-Zellen sorgte IMDM-Medium, bei den NTERA2-Zellen wiederum 
DMEM/HG. Bezüglich TRPC5 zeigten NTERA2-Zellen die höheren Expressionsraten, 
jedoch sind auch hier in beiden Zelllinien in DMEM/HG die Werte am größten.  
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Tab. 3-4: Expressionslevel humaner TRPC-Kanälen (hTRPC). U87 und NTERA2 Zellen wurden 
mindestens zwei Wochen in unterschiedlichen Medien kultiviert. Anschließend wurde die mRNA isoliert, 
in cDNA umgeschrieben, in einer qPCR amplifiziert und gegen ein Housekeeper-Gen (β-Aktin) normiert. 
Angegeben sind Mittelwert ± SEM. 
Zelllinie Medium n = 
Expression ΔCT ( ⋅ 10-5) (norm. β-Aktin) 
hTRPC1 hTRPC4 hTRPC5 
U87 
DMEM/HG 3 450 ± 157 0,96 ± 0,69 2,36 ± 2,28 
IMDM 3 6.052 ± 4.755 0 0,19 ± 0,07 
NTERA2 
DMEM/HG 3  256 ± 61,7 1,03 ± 1,03 9,53 ± 4,37 
F-12 3 64,4 ± 22,1 0,07 ± 0,05 1,74 ± 0,57 
 
In Einzelzell-Ca2+-Messungen zeigten NTERA2-Zellen nach Zugabe von BTD bei 
eine mit den U87-Glioblastomzellen vergleichbare Reaktion. 50 µM BTD führten zu 
einer Zunahme der intrazellulären Ca2+-Konzentration (Abb. 3-21E, F), die sich mit 
20 µM Clemizol aufheben ließ. In elektrophysiologischen Ganzzellableitungen erhöhte 
20 µM BTD die Stromdichte bei ± 100 mV signifikant und reversibel (Abb. 3-21G, H). 
Die Zunahme der Stromdichte fiel jedoch geringer aus als in U87-Zellen. Auch die I/V-
Kurve zeigte nicht die für TRPC5-Kanäle typische N-Form, sondern ähnelte wiederum 
eher dem TRPC1:TRPC5-Heteromer. Es ist fraglich, ob BTD in diesen Zellen 
tatsächlich eine TRPC5-Kanalaktivierung auslöste. 
 
3.2.4 Spezies-spezifische Unterschiede in der Wirksamkeit von BTD 
Der TRPC5-Kanal der HEKTRPC5-Zelllinie stammt aus der Maus, während die beiden 
Zelllinien U87 und NTERA2 humanen Ursprungs sind. Um abzuklären, ob spezies-
spezifische Unterschiede bei der fehlenden Aktivierung eine Rolle spielen, wurden in 
parentalen HEK293-Zellen humane TRPC5-Kanäle transient zur Expression gebracht 
(Abb. 3-22). In Einzelzell-Ca2+-Messungen wurde deutlich, dass 10 µM BTD nicht 
ausreichen, um die intrazelluläre [Ca2+]i in den Zellen signifikant zu erhöhen. Die 
Stimulation mit 50 µM BTD zeigte hingegen einen signifikanten und durch Clemizol 
inhibierbaren Effekt (Abb. 3-22A, B). Elektrophysiologische Ganzzellableitungen 
bestätigten diesen Befund. 10 µM BTD führten zu einer schwachen, aber signifikanten 
Zunahme der Stromdichte (n = 5, p = 0,003) bei ± 100 mV unter Ausbildung der 
TRPC5-typischen N-förmigen I/V-Kurve (Abb. 3-22C, D). 50 µM BTD bewirkten eine 
deutlich größere Zunahme der Stromdichte, vergleichbar mit der von 20 nM Englerin A 
(Abb. 3-22E, F). Aufgrund der hohen Streuung der Messwerte nach Stimulation mit 
50 µM BTD wurde das Signifikanzniveau für den Einwärtsstrom jedoch verfehlt 
(p = 0,18) und nur bei den Auswärtsströmen erreicht (p = 0,03). BTD scheint humane 
TRPC5-Kanäle demnach mit niedrigerer Potenz zu aktivieren als murine. 
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Abb. 3-22: Humane TRPC5-Kanäle 
können durch BTD aktiviert werden. 
Alle gezeigten Daten wurden in 
HEK293-Zellen erhoben, in denen 
humane TRPC5-Kanäle transient 
exprimiert wurden. (A) Ca2+-
Messungen an HEKTRPC5-Zellen nach 
Fura-2-Beladung. Grau: [Ca2+]i 
einzelner Zellen, schwarz: Mittelwert. 
Balken geben die Zugabezeiträume 
an. (B) Statistische Auswertung 
mehrerer Versuche wie in (A) bei 
verschiedenen BTD-Konzentrationen 
(Mittelwert und SD). (C) I/V-Kurven 
von elektrophysiologischen Ganzzel-
lableitungen vor (1) und während (2) 
der Stimulation mit 10 µM BTD, bzw. 
nach Auswaschen der Verbindung (3)  
(D) Statistische Auswertung von 5 
Experimenten wie in (C) (Mittelwert 
und SD). (E-F) Experimente wie in (C-
D), vor der Stimulation (1), nach 
Zugabe von 50 µM BTD (2) und nach 





Um die Wirkung von BTD auf endogen exprimierte TRPC5-Kanäle nachweisen zu 
können, wurden letztlich hippocampale Neurone der Ratte herangezogen. Dazu 
wurden Rattenembryonen an Tag 18 der Embryonalentwicklung (E18) der 
Hippocampus entnommen und eine Massenkultur angelegt. Nach 12 Tagen in vitro 
zeigten die Zellen in Einzelzell-Ca2+-Messungen erste Reaktionen auf Stimulation mit 
BTD (Abb. 3-23A). Die Zellen wurden dabei unter Dauerperfusion mit 50 µM BTD 
umspült, was eine signifikante Zunahme der [Ca2+]i bewirkte, die durch Auswaschen 
von BTD reversibel war (Abb. 3-23B). Zellen, die 7-10 Tage in vitro kultiviert wurden, 
zeigten in elektrophysiologischen Ganzzellableitungen in Folge der Stimulation mit 
10 µM BTD eine TRPC5-ähliche I/V-Kurve (Abb. 3-23C-D).  
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Abb. 3-23: BTD aktiviert TRPC5-Kanäle in Rattenneuronen.                                                               . 
Massenkultur von Hippocampuszellen, die 12 Tage (A-B), bzw. 7-10 Tage (C-D) in vitro kultiviert 
wurden. (A) Einzelzell-Ca2+-Messungen, graue Linien markieren die [Ca2+]i in einzelnen Zellen im 
Zeitverlauf des Experiments. Die schwarze Linie markiert den Mittelwert. Balken über dem Diagramm 
verdeutlichen die Zugabe von 50 µM BTD und 50 mM KCl. (B) Statistische Auswertung von n = 6 
Experimenten wie in (A). Die Balken geben Mittelwert ± SD wieder. Die Zugabe von KCl diente als 
Positivkontrolle. (C) I/V-Kurven von -70 bis +70 mV in der Ganzzellkonfiguration vor (grau) und nach 
Zugabe von 10 µM BTD. Die Kurven zeigen keine Originalrampen, sondern einen Subtraktionsstrom 
(Details siehe Methodenteil 2.2.3). (D) Statistische Auswertung von n = 6 Experimenten wie in (C). Das 
obere Diagramm kennzeichnet den Auswärtsstrom bei +70 mV, das untere den Einwärtsstrom bei -
70 mV. Die Balken geben Mittelwerte ± SD an. 
 
 
3.3 Adamantane als TRPC5-Inhibitoren 
Eine Besonderheit in der chemischen Struktur von BTD und einiger weiterer 
identifizierter TRPC5-Modulatoren ist der Adamantansubstituent. Die zwei Inhibitoren 
RBI-C5-B2 (in der Folge B2) und RBI-C5-B3 (B3) tragen neben dem Adamantan nur 
kurzkettige Amine. Mögliche Wechselwirkungen von Adamantanderivaten mit TRPC5-
Kanälen sollten daher näher untersucht werden. In Einzelzell-Ca2+-Messungen 
konnten beide Inhibitoren die Zunahme der [Ca2+]i nach Stimulation mit 10 µM BTD 
aufheben (Abb. 3-24). 10 µM B2 minderten den BTD-Effekt um 90%, während 20 µM 
B3 eine Hemmung um 89% herbeiführte (Abb. 3-24A, D). Ca2+-Messungen am FLIPR 
zeigten, dass beide Inhibitoren eine durch 10 µM BTD induzierte Zunahme der [Ca2+]i 
in HEKTRPC5-Zellen konzentrationsabhängig inhibieren (Abb. 3-24B, E). Das galt in 
gleicher Weise für die Stimulation mit den weiteren etablierten TRPC5-Aktivatoren 
Methylprednisolon (20 µM), Riluzol (50 µM) und Englerin A (20 nM). Die 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen für alle Kombinationen lieferten, mit 
Ausnahme von Englerin A, IC50-Werte im niedrigen µM-Bereich (Abb. 3-24C, F). Da 
alle verwendeten Aktivatoren als direkt wirkend gelten, besteht die Möglichkeit, dass 
auch B2 und B3 direkt am TRPC5-Kanal angreifen. 
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Abb. 3-24: Adamantane blockieren den Ca2+-Einstrom in HEKTRPC5-Zellen.                                             . 
(A) Einzelzell-Ca2+-Messung in HEKTRPC5-Zellen. Graue Spuren entsprichen der [Ca2+]i einer Zelle, die 
schwarze Spur gibt den Mittelwert aller Zellen wieder. Die gepunktete Linie zeigt den Mittelwert einer 
Vergleichsmessung ohne Blockerzugabe. Die Balken über der Abbildung markieren die Applikation von 
10 µM BTD und 10 µM B2. (B) Kinetiken fluorometrischer Ca2+-Messungen nach Stimulation mit 10 µM 
BTD und variierender Blockerkonzentration. Die schwarze Kurve entspricht 100 µM B2, heller werdende 
Kurven entsprechen einer zweifachen Verdünnungsreihe. Die Zugabeartefakte wurden 
herausgeschnitten (C) Konzentration-Wirkungs-Beziehungen von B2 nach Stimulation mit den 
angezeigten TRPC5-Aktivatoren, normiert auf deren Maximaleffekt. Mittelwert ± SD von n ≥ 3 
unabhängigen Messungen wie in (B). Die gepunktete Linie entspricht der Basalfluoreszenz. (D-F) 
Ähnliche Experimente wie in (A-C), aber mit dem Blocker RBI-C5-B3. 
Elektrophysiologische Ganzzellmessungen bestätigten die Fähigkeit beider 
Verbindungen, eine vorangegangene Kanalaktivierung umzukehren (Abb. 3-25). 
10 µM BTD wurden eingesetzt, um TRPC5 in HEKTRPC5-Zellen zu aktivieren. Nach 
Erreichen der maximalen Stromamplitude und der Ausbildung einer deutlichen N-
förmigen I/V-Kurve wurden zusätzlich verschiedene Konzentrationen beider 
Inhibitoren perfundiert (Abb. 3-25A, E). Aus der prozentualen Minderung der 
Stromdichten bei +100 mV und −100 mV wurden Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen ermittelt (Abb. 3-25B, F). B2 blockierte die BTD-abhängigen 
Einwärtsströme mit einer IC50 von 3,7 µM, die Auswärtsströme mit einer IC50 von 
4,9 µM. Für B3 lag die IC50 für die Inhibition der Einwärtsströme bei 4,8 µM, die der 
Auswärtsströme bei 9,2 µM. TRPC5-Kanäle können zudem direkt durch Protonen 
aktiviert werden (Semtner et al. 2007). Eine Aktivierung von TRPC5 durch 
Verwendung von saurem Puffer (pH 6,5) konnte mit 10 µM B2 beinah vollständig und 
durch 20 µM B3 partiell inhibiert werden (Abb. 3-25C, D, G, H). Die Wirkung beider 
Inhibitoren war nach Auswaschen nahezu vollständig reversibel. Somit bestätigten B2 
und B3 auch in elektrophysiologischen Untersuchungen ihr inhibitorisches Potenzial 
für verschiedene TRPC5-Aktivierungsmodi. 
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Abb. 3-25: Inhibition verschiedener TRPC5-Aktivierungsmechanismen.                                          . 
(A) I/V-Kurven vor (1) und während der Applikation von 10 µM BTD (2) bzw. nach zusätzlicher Gabe 
von 10 µM RBI-C5-B2 (B2; 3). Das eingefügte Diagramm zeigt die Stromdichte in pA/pF für −100 mV 
(untere Kurve) bzw. +100 mV (obere Kurve) Haltepotential im Zeitverlauf des Experiments. Die 
gepunktete Linie entspricht der Nullinie. Die Pfeilköpfe stellen die Zeitpunkte dar, aus denen die 
Einzelrampen generiert wurden. (B) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung, erstellt aus Experimenten 
wie in (A). Mittelwert und SD von n ≥ 5 Messungen je Konzentration. Die Inhibition wurde auf die 
maximale Aktivierung durch 10 µM BTD (0 %) und den Basalstrom (100 %) normiert. (C) Diagramm wie 
in (A). I/V-Kurven bei pH 7,4 (1) und bei pH 6,5 ohne (2) und mit Anwesenheit von 10 µM B2 (3).  
(D) Statistische Analyse von 7 Experimenten wie in (C) bezogen auf die ein- und auswärts gerichteten 
Ströme bei ± 100 mV Haltepotential. Die Balken zeigen den Mittelwert ± SD. Die signifikante Abnahme 
der Stromdichte unter B2-Stimulation ist markiert. (E-H) Experimente wie in (A-D). Die in den 
Diagrammen E und G gezeigte Konzentration von RBI-C5-B3 (B3) entspricht 20 µM. 
 
3.3.1 B2 und B3 sind TRPC-Kanalinhibitoren 
Für B2 und B3 wurde ebenfalls ein Selektivitätsprofil für ausgewählte Vertreter der 
TRP-Kanalfamilie erstellt. B2 schien alle übrigen Mitglieder der TRPC-Familie zu 
inhibieren (Abb. 3-26A-D). Auch wenn der Effekt nur bei TRPC4 das Signifikanzniveau 
erreichte, konnten für alle TRPC-Vertreter aus den Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen IC50-Werte bestimmt werden. Sie streuten zum Teil erheblich und lagen 
für TRPC3 bei 29 ± 9 µM, für TRPC4 bei 36 ± 21 µM, für TRPC6 bei 47 ± 5 µM und für 
TRPC7 bei 47 ± 34 µM. In HEK293-Zellen mit Expression weiter entfernt verwandter 
TRP-Kanäle konnte B2 eine vorangegangene Aktivierung mit einem spezifischen 
Kanalaktivator nicht inhibieren (Abb. 3-26E-I). Damit scheint B2 ein schwacher 
Inhibitor von TRPC-Kanälen zu sein, mit höchster Potenz für TRPC5-Kanäle. 
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Abb. 3-26: Selektivitätsprofil von RBI-C5-B2 innerhalb der TRP-Kanalfamilie.                                . 
(A-H) Fluorometrische Ca2+-Messungen mit HEK293-Zellen, die verschiedene TRP-Kanäle stabil 
exprimieren. Die Teilbilder zeigen jeweils ein Beispielexperiment für die konzentrationsabhängige 
Fluoreszenzänderung nach Zugabe von RBI-C5-B2 (offene Kreise) im Vergleich zur Koapplikatin mit 
einem jeweils spezifischen TRP-Kanalaktivator (geschlossene Kreise). OAG: 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-
glycerol; EA: Englerin A; AITC: Allylisothiocyanat; PregS: Pregnenolonsulfat; Caps: Capsaicin. 
Datenpunkte zeigen Mittelwerte ± SEM einer Vierfach- bzw. Doppelbestimmung (für TRPC3, 6, 7).  
(I) Mittelwert ± SD aus n ≥ 3 unabhängigen Messungen. Die RBI-C5-B2-Konzentration betrug 100 µM. 
Die gestrichelte Linie kennzeichnet den Basalwert. Signifikante Änderungen zum Basalwert (p < 0,05; *) 
und Unterschiede zwischen Zugabe des Agonisten und der Kombination von Agonist und B2 (p < 0,05; 
#) sind markiert. 
Überraschenderweise bewirkten B2-Konzentrationen > 10 µM in allen Zelllinien 
eine Zunahme der [Ca2+]i (Abb. 3-26). Für diese Effekte konnten EC50-Werte berechnet 
werden, die über alle Zelllinien hinweg ähnlich waren (40,1 ± 19,7 µM). Ein 
Kontrollversuch führte auch in nicht transfizierten, parentalen HEK293-Zellen zu einem 
Ca2+-Signal (EC50 = 41 µM, Abb. 3-27A). Nach Entleerung der intrazellulären Ca2+-
Speicher durch Thapsigargin blieb die Fluoreszenzänderung aus. Ein Vergleich der 
TRPC-Zelllinien mit und ohne vorheriger Speicherentleerung zeigte bei den mit 
Thapsigargin behandelten Zellen eine Reduzierung, bzw. das Fehlen der [Ca2+]i-
Änderung nach Zugabe von 100 µM B2 (Abb. 3-27B). B2-Konzentrationen > 10 µM 
setzten in HEK293-Zellen offenbar Ca2+ aus intrazellulären Speichern frei. 
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Abb. 3-27: RBI-C5-B2 setzt Ca2+ aus dem ER frei.                                                                               . 
Fluorometrische Ca2+-Messungen in mit Fluo-4 beladenen parentalen HEK293-Zellen sowie HEK-
Zellen mit stabiler TRPC-Kanalexpression ohne (weiß) und mit (schwarz) vorheriger Speicherentleerung 
durch Thapsigargin. (A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von B2 auf parentale HEK293-Zellen mit 
einer EC50 von 41 µM. Jeder Datenpunkt gibt den Mittelwert ± SEM einer Vierfachbestimmung wieder. 
(B) Experimente wie in (A) für verschiedene HEK-Zellen mit stabiler TRPC-Überexpression. Die Balken 
geben die Fluoreszenz nach Stimulation mit 100 µM B2 mit und ohne vorherige Speicherentleerung 
wieder (Mittelwert ± SEM einer Vierfachbestimmung). 
Das Selektivitätsprofil von B3 zeigte innerhalb der TRPC-Familie bei HEKTRPC4-
Zellen eine signifikante Inhibition (IC50 = 14,6 ± 3,5 µM). Bei HEKTRPC3-Zellen wurde in 
der Hälfte der Versuche eine Inhibition mit einer IC50 von 78,6 ± 7,7 µM sichtbar, in 
Summe aller Versuche wurde jedoch keine Signifikanz erreicht (p = 0,5). Genauso 
verhielt es sich mit TRPC6-exprimierenden Zellen (IC50 = 79,9 ± 31,9 µM, p = 0,4). Auf 
TRPC7-exprimierende Zellen hatte B3 keinen Effekt (Abb. 3-28A-D). Die Stimulation 
mit B3 blieb auch auf TRPA1-, TRPM2- und TRPV1-Kanäle unauffällig. TRPM3-
exprimierende Zellen zeigten in allen Messungen eine Potenzierung der 
Pregnenolonsulfatantwort bei Co-Stimulation mit B3 (EC50 = 31,6 ± 4,5 µM), die 
ebenfalls keine Signifikanz erreichte (p = 0,3) (Abb. 3-28E-H).  
Obwohl B3 ein vorteilhafteres Selektivitätsprofil als B2 zeigte, reagierten auch nach 
B3-Zugabe einige TRP-Zelllinien mit einer Fluoreszenzzunahme (TRPA1, TRPM2, 
TRPV1, Abb. 3-28I). Daher wurde B3 analog zu B2 auf parentale HEK293-Zellen 
getestet, im Vergleich mit und ohne vorheriger Thapsigarginbehandlung (Abb. 3-29A). 
B3 blieb wirkungslos, die Gesamtfluoreszenz schien nach vorheriger 
Speicherentleerung eher leicht erniedrigt. Dennoch wurden alle TRPC-Zelllinien und 
solche, die im Vorfeld scheinbar auf B3 mit einem Fluoreszenzsignal reagierten, erneut 
mit und ohne Speicherentleerung untersucht (Abb. 3-29B). Die Fluoreszenzzunahme 
infolge der Stimulation mit B3 war in Zellen mit TRPA1-, TRPM2- und TRPV1-
Überexpression nach Thapsigarginbehandlung vermindert (Abb. 3-29B). Die 
Mitglieder der TRPC-Familie zeigten keine vom Befüllungszustand der internen Ca2+-
Speicher abhängige Reaktion – mit Ausnahme von TRPC5. Die HEKTRPC5-Zelllinie 
reagierte nach Speicherentleerung reproduzierbar mit einer von der B3-Konzentration 
abhängigen Fluoreszenzzunahme (Abb. 3-29B, Abb. 3-30A, B). Im Gegensatz zu B2 
setzt B3 zwar kein Ca2+ aus internen Speichern frei, deutet jedoch bei geleerten 
Speichern eine Aktivierung von TRPC5-Kanälen an. 
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Abb. 3-28: Selektivitätsprofil von RBI-C5-B3 innerhalb der TRP-Kanalfamilie.                                . 
(A-H) Fluorometrische Ca2+-Messungen mit HEK293-Zellen, die verschiedene TRP-Kanäle stabil 
exprimieren. Die Diagramme zeigen jeweils ein Beispielexperiment für die konzentrationsabhängige 
Fluoreszenzänderung nach Zugabe von RBI-C5-B3 (○) im Vergleich zur Co-Aapplikation mit einem 
jeweils spezifischen TRP-Kanalaktivator (●). OAG: 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol; EA: Englerin A; AITC: 
Allylisothiocyanat; PregS: Pregnenolonsulfat; Caps: Capsaicin. Datenpunkte zeigen Mittelwerte ± SEM 
einer Vierfach- bzw. Doppelbestimmung (für TRPC3/6/7). (I) Mittelwert und SD aus n ≥ 3 unabhängigen 
Messungen. Die RBI-C5-B3-Konzentration betrug 100 µM. Die gestrichelte Linie kennzeichnet den 
Basalwert. Signifikante Änderungen zum Basalwert (p < 0,05; *) und Unterschiede zwischen Zugabe 
des Agonisten und der Kombination von Agonist und B3 (p < 0,05; #) sind markiert. 
Für die Zunahme der [Ca2+]i in Thapsigargin-behandelten HEKTRPC5-Zellen konnte 
eine B3-abhängige Konzentrations-Wirkungs-Beziehung mit einer EC50 von 
4,6 ± 0,9 µM berechnet werden. In HEKTRPC4-Zellen war dieses Phänomen weitaus 
weniger ausgeprägt (Abb. 3-30C, D). Die Vorlage des TRPC5-Inhibitors Clemizol 
konnte den B3-Effekt in HEKTRPC5-Zellen nicht inhibieren, blockierte jedoch eine 
nachfolgende Stimulation mit BTD (Abb. 3-30E). Ohne Vorlage von Clemizol bewirkte 
die nachträgliche Stimulation mit einem TRPC5-Aktivator (BTD, Methylprednisolon 
und Englerin A) die Beendigung des B3-induzierten Fluoreszenzsignals (Abb. 3-30F-
H), die Kinetik ähnelt einer Inhibition. Die B3-abhängige TRPC5-Aktivierung ist 
offenbar sensitiv für weitere TRPC5-Aktivatoren. 
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Abb. 3-29: RBI-C5-B3 bewirkt nach Speicherentleerung TRPC5-abhängigen Ca2+-Einstrom.        . 
Fluorometrische Ca2+-Messungen an mit Fluo-4 beladenen HEK293-Zellen, mit und ohne TRP-
Kanalüberexpression. Verglichen wurden die Effekte einer B3-Stimulation mit (schwarz) und ohne 
(weiß) vorheriger Behandlung mit Thapsigargin. (A) Parentale HEK293-Zellen zeigen nach 
Thapsigargin-Behandlung einen verminderten Basalcalciumwert, jedoch keine Reaktion auf B3.  
(B) Vergleich verschiedener HEK293-Zelllinien mit TRP-Kanalexpression. Die Balken geben den 
Mittelwert und SEM einer Vierfachbestimmung nach Stimulation mit 100 µM B3 an bzw. den Mittelwert 
und SD von n = 3 unabhängigen Messungen (TRPC5). Die horizontale Linie zeigt die Basalfluoreszenz 
vor der Zugabe. Bei TRPC5-überexprimierenden Zellen zeigte sich eine signifikante Zunahme der 
Reaktion auf B3-Stimulation nach Speicherentleerung.  
 
 
Abb. 3-30: RBI-C5-B3 bewirkt nach Speicherentleerung einen TRPC5-abhängigen Ca2+-Einstrom. 
Fluorometrische Ca2+-Messungen an HEKTRPC5- und HEKTRPC4-Zellen (A) Mittelwert ± SD von n = 3 
Messungen an HEKTRPC5-Zellen nach B3-Stimulation im Vergleich mit (schwarz, EC50 = 4,6 ± 0,9 µM) 
und ohne (weiß) vorangegangene Speicherentleerung. (B) Kinetik einer Messung aus (A). Die schwarze 
Linie entspricht 100 µM B3, heller werdende Kurven entsprechen einer zweifachen Verdünnungsreihe. 
(C, D) Experimente wie in (A, B), mit HEKTRPC4-Zellen. (E-H) Kinetiken von HEKTRPC5-Zellen nach 
Speicherentleerung. Helligkeitsabstufungen der Kurven wie in (B), beginnend bei 100 µM B3. Die Linien 
deuten die Zugabe der Verbindungen an: Clem, 10 µM Clemizole; BTD, 10 µM; Mpred, 20 µM 
Methylprednisolon; EA, 20 nM Englerin A.  
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[Ca2+]i-Messungen an Einzelzellen bestätigten die Befunde der FLIPR-Experimente. 
Nach vorangegangener Speicherentleerung bewirkte die Vorlage von 20 µM B3 einen 
Anstieg der [Ca2+]i um 60 nM (Mittelwert aus 3 unabhängigen Messungen), welche 
durch Auswaschen reversibel war (Abb. 3-31A). Bei Wiederholung des Experiments in 
Ca2+-freiem Puffer konnte gezeigt werden, dass das Ca2+-Signal auf einen Ca2+-
Einstrom von außen beruht (Abb. 3-31B). Da die verwendete HEKTRPC5-Zelllinie die 
einzige mit Tetrazyklin-abhängiger Expression war, wurden in parentalen HEK293-
Zellen zusätzlich TRPC5- und TRPC4-Kanäle transient exprimiert. Nach 
Speicherentleerung zeigten wieder nur TRPC5-exprimierende Zellen einen Anstieg 
der [Ca2+]i infolge einer Stimulation mit B3 (Abb. 3-31C, D). Nicht transfizierte Zellen 
desselben Coverslips blieben ebenso ohne Reaktion, wie TRPC4-exprimierende 
HEK293-Zellen. Demgegenüber reagierten die Zellen beider Transfektionen 
gleichermaßen auf den unselektiven Aktivator Englerin A (Abb. 3-31D). Die Aktivierung 
von TRPC5 durch B3 ist demnach kanalspezifisch und abhängig vom 
Befüllungszustand der intrazellulären Ca2+-Speicher. 
 
Abb. 3-31: B3 bewirkt nach Speicherentleerung einen TRPC5-abhängigen Ca2+-Einstrom.                 . 
Einzelzell-Ca2+-Messungen an HEKTRPC5-Zellen (A, B) oder transient transfizierten HEK293-Zellen (C, 
D). Hellgraue Linien entsprechen der [Ca2+]i von Einzelzellen, die schwarze Linie kennzeichnet den 
Mittelwert. Die Balken über den Diagrammen zeigen die Stimulation mit 20 µM B3, 10 µM BTD oder 
20 nM Englerin A (EA). 
 
Der B3-abhängige Ca2+-Einstrom trat ausschließlich nach Speicherentleerung der 
TRPC5-exprimierenden Zellen auf. Die EC50 lag mit 4,6 µM im Bereich der zuvor 
ermittelten IC50-Werte nach vorangegangener TRPC5-Aktivierung (vgl. Abb. 3-24, 
Abb. 3-30). Die Art dieser adamantanvermittelten TRPC5-Modulation sollte untersucht 
werden, indem eine sättigend-inhibitorische Konzentration B3 (20 µM) auf HEKTRPC5-
Zellen vorgelegt wurde. Die anschließende Stimulation mit 10 µM BTD bewirkte über 
die Zeit in einer zunehmenden Zahl der Zellen einen deutlichen Anstieg der [Ca2+]i 
(Abb. 3-32A). Die Überwindung der Inhibition deutete einen kompetitiven 
Antagonismus an. Um dies zu untersuchen, wurde eine Schild-Analyse durchgeführt. 
Dazu werden Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen eines Agonisten unter 
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steigender Konzentration eines Antagonisten aufgezeichnet. Dabei sollte es zu einer 
Rechtsverschiebung der EC50-Werte kommen. Diese Verschiebung wird als Verhältnis 
„r“ der EC50-Werte (VI) gegen die eingesetzte Konzentration des Antagonisten doppelt 
logarithmiert aufgetragen. Von einem kompetitiven Antagonismus kann ausgegangen 
werden, wenn zwischen den Datenpunkten ein linearer Zusammenhang mit einem 
Anstieg von eins besteht (Schild 1949).  
 





Die Schild-Analyse wurde mit HEKTRPC5-Zellen in fluorometrischen Ca2+-Versuchen 
erstellt. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von B3 
vorbehandelt und anschließend eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung mit BTD 
erstellt (Abb. 3-32C, D). Mit steigender B3-Konzentration ergab sich eine 
Verschiebung der BTD-Kurve zu höheren Konzentrationen mit nahezu gleich-
bleibender Effektivität. Die lineare Regression lieferte einen Anstieg von 0,65. Das 
Bestimmtheitsmaß der Regression betrug R2 = 0,75. Daraus folgt, dass B3 und BTD 
wahrscheinlich keine Kompetition zeigen. 
 
Abb. 3-32: B3-Antagonismus bei BTD-abhängiger TRPC5-Aktivierung in HEKTRPC5-Zellen.          . 
(A) Einzelzell-Ca2+-Messung, graue Linien: [Ca2+]i von Einzelzellen, schwarz: Mittelwert. Balken zeigen 
den Zugabezeitraum von 20 µM B3 oder 10 µM BTD. (B) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von 
BTD aus fluorometrischen Ca2+-Messungen nach Vorlage verschiedener B3-Konzentrationen gemäß 
Kennzeichnung. (C) Darstellung der relativen Verschiebung der EC50 von BTD (vgl. (VI) in Abhängigkeit 
der eingesetzten B3-Konzentration. Mittelwert ± SD aus 3 Experimenten wie in (B).  
Im Gegensatz erhöhte 10 µM BTD in mit 10 µM B2 vorbehandelten HEKTRPC5-Zellen 
nicht die [Ca2+]i (Abb. 3-33A). In den Versuchen zur Schild-Analyse zeigte sich bei den 
niedrigsten B2-Konzentrationen eine Linksverschiebung der EC50 von BTD und erst 
bei höheren Konzentrationen eine Rechtsverschiebung. Dies konnte mehrfach 
reproduziert werden. Nach der Definition der Schild-Analyse lässt eine 
Linksverschiebung jedoch keine Bestimmung des Schild-Parameters zu (siehe Tab. 
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3-5). Daher wurden die Daten in Parabelform gefittet (Abb. 3-33C, beste Näherung der 
gepoolten Daten aller unabhängigen Messungen: f(x) = 0,015 x2 + 0,070 x + 0,761). 
Das Minimum dieses Fits entspricht der erwarteten maximal möglichen 
Linksverschiebung der EC50. Sie liegt in etwa bei Faktor zwei im Bereich von 0,4-
0,7 µM B2. Für alle folgenden Versuche wurde der Wert bei 0,5 µM festgesetzt. Eine 
signifikante Verschiebung der EC50 von Englerin A oder Methylprednisolon wurde bei 
0,5 µM B2 nicht beobachtet (Abb. 3-33D). Da eine Linksverschiebung der EC50 eine 
Potenzierung der Aktivierung bedeutet, erscheint B2 als nanomolarer positiver 
Modulator einer durch BTD induzierten TRPC5-Aktivierung. 
Abb. 3-33: B2-Antagonismus bei BTD-
abhängiger TRPC5-Aktivierung in 
HEKTRPC5-Zellen.                           . 
(A) Einzelzell-Ca2+-Messung, graue 
Linien: [Ca2+]i von Einzelzellen, schwarz: 
Mittelwert. Balken zeigen den 
Zugabezeitraum von 10 µM B2 oder 
10 µM BTD. (B) Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen von BTD aus 
fluorometrischen Ca2+-Messungen nach 
Vorlage verschiedener B2-Konzen-
trationen gemäß Kennzeichnung.  
(C) Mittelwert ± SD von n = 3 
Experimenten zur Verschiebung der EC50 
von BTD in Abhängigkeit der 
eingesetzten B2-Konzentration. 
Versuche wie in (B), normiert auf die 
EC50 von BTD. Die gestrichelte Linie 
zeigt einen Parabelfit mit 0,5 µM als 
Minimum. (D) Faktor der EC50-
Verschiebung verschiedener TRPC5-
Aktivatoren (BTD; EA, Englerin A; Mpred, 
Methylprednisolon) nach Vorlage von 
0,5 µM B2, normiert auf einen 
Vergleichswert ohne B2-Zugabe. 
Mittelwert und SD von n = 5 
Experimenten. 
Tab. 3-5: Veränderung von EC50 und Hill-Koeffizient der BTD-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung in 
Abhängigkeit der B2- und B3-Konzentration. Die Daten stammen aus fluorometrischen Ca2+-Messungen 
an HEKTRPC5-Zellen, wie in Abb. 3-32C, D gezeigt und repräsentieren Mittelwert ± SD von n = 3 
Messungen. Die Kontrolle entspricht einer Messung ohne Inhibitorzugabe. In den übrigen Feldern 
entspricht die angegebene EC50 dem Verhältnis aus unter Inhibitorzugabe erhaltener EC50 und 
Kontrollwert, wie sie für die Schild-Analyse verwendet wurden (siehe Text für Details). 
[Inh.] (µM) 
B2 B3 
EC50 Hill-Koeff. EC50 Hill-Koeff. 
Kontrolle 1,36 ± 0,62 1,52 ± 0,41 1,31 ± 1,21 1,52 ± 0,45 
[Inh.] (µM) r (EC50) Hill-Koeff. r (EC50) Hill-Koeff. 
0,1 0,95 ± 0,08 1,84 ± 0,55 1,53 ± 0,95 1,50 ± 0,10  
0,3 0,65 ± 0,32 1,66 ± 0,92 1,39 ± 0,53 1,87 ± 1,21 
1,0 0,86 ± 0,26 1,65 ± 0,13 1,45 ± 0,29 2,14 ± 0,39 
3,0 1,23 ± 0,61 1,66 ± 0,66 5,15 ± 3,04 2,52 ± 0,12 
10,0 . 2,75 ± 1,94 2,75 ± 1,09 7,90 ± 1,08 2,16 ± 1,61 
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3.3.2 B2 – ein bimodaler TRPC5-Modulator 
Die Linksverschiebung der EC50 von BTD infolge einer Stimulation mit nanomolaren 
Konzentrationen von B2 deutete auf potenzierende Eigenschaften von B2 hin. In 
elektrophysiologischen Ganzzellmessungen wurde 1 µM BTD (entspricht in etwa der 
EC50) auf HEKTRPC5-Zellen gegeben, und anschließend ein Gemisch aus 1 µM BTD 
und 0,5 µM B2 eingewaschen. Die durch BTD ausgelöste Zunahme der Stromdichte 
wurde in Kombination mit B2 deutlich potenziert werden (Abb. 3-34A, B). Der 
Einwärtsstrom steigerte sich bei -100 mV Haltepotential von -69,1 ± 42,4 pA/pF (n = 4) 
auf -161 ± 101 pA/pF (n = 7). Im Nachhinein zeigte sich, dass bereits die alleinige 
Zugabe von 0,5 µM B2 zur TRPC5-Kanalaktivierung genügte. Dabei dauerte es im 
Mittel 5 Minuten, bis sich das Plateau der maximalen Stromantwort ausbildete. Die 
durch 0,5 µM B2 ausgelöste TRPC5-Kanalaktivierung war durch Auswaschen 
reversibel und konnte sowohl durch 10 µM Clemizol, als auch durch Erhöhung der B2-
Konzentration auf 10 µM vollständig inhibiert werden (Abb. 3-34D-F). 
Ausgehend von den TRPC5-aktivierenden Eigenschaften von B2 wurde eine 
weitere Konzentrations-Wirkungs-Beziehung erstellt (Abb. 3-34C). Konzentrationen 
von 0,1-0,5 µM aktivieren TRPC5-Kanäle. Bei Konzentrationen zwischen 0,5 und 1 µM 
wurde eingangs eine große Streuung in den Daten sichtbar. Bei genauerer 
Betrachtung der Einzelmessungen ließen sich jedoch zwei Gruppen von Messwerten 
unterscheiden (Abb. 3-34C). Jeweils eine Hälfte der Messwerte zeigte eine starke, die 
andere Hälfte eine schwache Aktivierung. Bei 1,0 µM B2 war diese Trennung stärker 
ausgeprägt als bei 0,6 µM. Konzentrationen ab 3 µM lösten keine TRPC5-Aktivierung 
aus. Über die gewonnenen Messwerte konnten zwei Hill-Fits gelegt werden (Abb. 
3-34C). Für den Fit über die aktivierenden Konzentrationen ergab sich eine EC50 von 
0,54 µM, für den Fit über die inaktivierenden eine IC50 von 0,48 µM. Der Schnittpunkt 
beider Fits lag bei 0,51 µM.  
Die bisherigen Daten für B3 lieferten zwar keine Anhaltspunkte für potenzierende 
Eigenschaften, dennoch wurden auch von B3 nanomolare Konzentrationen auf 
TRPC5-exprimierende Zellen appliziert. 0,5 µM B3 konnte in elektrophysiologischen 
Ganzzellableitungen ebenfalls eine signifikante, wenngleich schwächere TRPC5-
Aktivierung herbeiführen (Abb. 3-34G-H). Zusammenfassend konnten die beiden 
Verbindungen B2 und B3 als bimodale TRPC5-Kanalmodulatoren identifiziert werden. 
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Abb. 3-34: B2 potenziert und aktiviert TRPC5-Kanäle.                                                                       . 
Elektrophysiologische Ganzzellableitungen an HEKTRPC5-Zellen. (A) I/V-Kurven nach Stimulation mit 
1 µM BTD (1), nach Stimulation mit einem Mix aus 1 µM BTD und 0,5 µM B2 (2) sowie nach alleiniger 
Stimulation mit 0,5 µM B2 (3). (B) Statistische Auswertung von n ≥ 4 unabhängigen Messungen wie in 
(A). Die Balken zeigen Mittelwert und SD. (C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung für B2. Jeder 
schwarze Datenpunkt repräsentiert Mittelwert ± SD von n ≥ 3 unabhängigen Messungen. Bei B2-
Stimulation mit 0,6 µM und 1 µM ergaben sich hinsichtlich der Stromdichten zwei voneinander trennbare 
Gruppen. Für jede Gruppe sind die Einzelwerte in grau, deren Mittelwert ± SD in schwarz dargestellt. 
Entsprechend der Daten wurde zwei Fits berechnet. Für die Aktivierung ergab sich eine EC50 von 
0,54 µM, für die Inhition eine IC50 von 0,48 µM. Der Schnittpunkt beider Fits lag bei 0,51 µM. (D) I/V 
Kurven vor (1) und nach Stimulation mit 0,5 µM B2 (2) bzw. nach zusätzlicher Gabe von 10 µM Clemizol 
(Clem, 3). Das eingefügte Diagramm zeigt die Stromdichte in pA/pF bei −100 mV (untere Kurve) bzw. 
+100 mV (obere Kurve) Haltespannung im Zeitverlauf des Experiments. Die gepunktete Linie entspricht 
der Nullinie. Die nummerierten Pfeilköpfe stellen die Zeitpunkte dar, aus denen die Einzelrampen 
generiert wurden. (E) Experiment wie in (D), jedoch mit Erhöhung der B2-Konzentration von 0,5 µM auf 
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Experimente mit 0,5 µM B2 in elektrophysiologischen Ganzzellableitungen bei 
HEKTRPC4-Zellen zeigten zwar einen signifikanten, im Vergleich mit einer Englerin A-
Stimulation aber kaum relevanten Effekt. Zudem bildete sich nicht die TRPC4-typische 
I/V-Kurve heraus (Abb. 3-35A, B). In HEK293-Zellen mit transienter Expression des 
humanen TRPC5-Kanals löste 0,5 µM B2 hingegen die typische N-förmige I/V-Kurve 
aus, was durch das Auswaschen umkehrbar war (Abb. 3-35C, D). Auch in Einzelzell-
Ca2+-Messungen bewirkte die Stimulation mit B2 (1 µM) eine moderate und reversible 
Zunahme der [Ca2+]i um etwa 35 nM (Abb. 3-35E, F). Wiederum dauerte es mehrere 
Minuten, bis die Effekte sichtbar wurden. B2 aktiviert offenbar selektiv den TRPC5-
Kanal ohne Diskriminierung zwischen verschiedenen Spezies. 
 
Abb. 3-35: B2 aktiviert humane 
TRPC5-, nicht aber TRPC4-
Kanäle. . 
(A) Elektrophysiologische Ganzzell-
ableitungen aus HEKTRPC4-Zellen. 
I/V-Kurven vor (1) und nach Zugabe 
von 0,5 µM B2 (2) bzw. nach 
Auswaschen von B2 (3). Das 
eingefügte Diagramm zeigt die 
Stromdichte in pA/pF bei −100 mV 
(untere Kurve) bzw. +100 mV (obere 
Kurve) Haltespannung im Zeitverlauf 
des Experiments. Die gepunktete 
Linie entspricht der Nullinie. Die 
Pfeilköpfe stellen die Zeitpunkte dar, 
aus denen die Einzelrampen 
generiert wurden. (B) Mittelwert und 
SD von 6 Experimenten wie in (A). 
Englerin A (EA) diente als 
Positivkontrolle. (C-D) Experimente 
wie in (A, B), durchgeführt an 
HEK293-Zellen, transfiziert mit dem 
humanen TRPC5-Kanal. (E) 
Einzelzell-Ca2+-Messung an 
HEK293-Zellen, transfiziert mit dem 
humanen TRPC5. Graue Linien: 
[Ca2+]i von positiv-transfizierten 
Einzelzellen. Schwarz: Mittelwert, 
gestrichelt: Mittelwert nicht-
transfizierter Zellen des selben 
Coverslips. Die Balken markieren 
die Zugabe von B2 und 10 µM 
Clemizol (Clem). (F) Statistische 
Auswertung von 3 Experimenten wie 
in (E). Signifikante Unterschiede 
zum Basalcalciumwert sind markiert 
(p < 0,05, * ). 
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Translokationsversuche mit der YFP-getagten PKCε sollten zeigen, ob die Wirkung 
von B2 auf der Aktivierung des PLC-Signalpfads beruhte. 0,5 µM B2 bewirkten über 
einen Zeitraum von vier Minuten keine Translokation der PKCε aus dem Cytosol. Nach 
Zugabe von 1 µM PMA stieg die Fluoreszenz in der Zellmembran innerhalb von 
weiteren vier Minuten deutlich an (Abb. 3-36). B2 vermittelt seine Wirkung am TRPC5-
Kanal scheinbar nicht über eine PLC-Aktivierung. 
 
Abb. 3-36 B2 aktiviert TRPC5-Kanäle nicht über den Phospholipase C Signalweg.                    .  
(A) konfokalmikroskopische Aufnahmen zeigen die Verteilung und Translokation einer YFP-getagten 
PKCε. Dargestellt sind drei ausgewählte Zellen mit stabiler PKCε-Expression zu Versuchsbeginn (links), 
2 min nach Zugabe von 0,5 µM B2 (mittig) und 4 min nach Zugabe von 1 µM Phorbol-12-myristat-13-
acetat (PMA, rechts). Die weiße Linie markiert einen 13 µm langen Querschnitt durch eine der Zellen, 
entlang dessen das Fluoreszenzintensitätsprofil bestimmt wurde (eingefügtes Diagramm)  
(B) Statistische Analyse von n = 6 Zellen, Mittelwerte und SD der Fluoreszenzintensitäten über dem 
Cytosol (Cyt) und der Plasmamembran (PM). Signifikante Änderungen sind markiert (*; p < 0,05, 
ANOVA mit Tuckey’s Post-hoc-Test). 
 
3.3.3 Die Wirkung weiterer Adamantanderivate auf TRP-Kanäle 
Neben den hier vorgestellten Adamantanverbindungen RBI-C5-B2 und B3 
existieren einige bereits in der Medizin angewandte, strukturähnliche Verbindungen: 
Amantadin, Memantin und Rimantadin. In fluorometrischen Ca2+-Messungen, wie 
auch in elektrophysiologischen Ganzzellableitungen zeigten diese drei Verbindungen 
nur schwache inhibitorische Effekte auf den TRPC5-Kanal (Abb. 3-37). Lediglich 
Rimantadin konnte eine zuvor durch 10 µM BTD hervorgerufene TRPC5-Aktivierung 
partiell inhibieren. Zugleich deutete es in Konzentrationen > 10 µM in FLIPR-
Messungen eine Fluoreszenzzunahme in HEKTRPC5-Zellen an. Im Selektivitätsprofil 
blieben die drei Adamantanderivate nach Akutzugabe auf diverse TRP-Kanal-
exprimierende Zellen unauffällig. Auch wenn bei Fluo-4 beladenen HEKTRPA1-, 
HEKTRPM2-, HEKTRPM3- und HEKTRPV1-Zellen zum Teil signifikante Zunahmen des 
Fluoreszenzsignals ermittelt wurden, so fallen die Signalantworten im Vergleich zu den 
etablierten Kanalaktivatoren sehr gering aus. Die Co-Stimulation mit spezifischen 
Kanalaktivatoren unterschied sich in keiner Zelllinie von der Reaktion nach alleiniger 
Aktivatorstimulation (Abb. 3-38). Amantadin, Memantin und Rimantadin scheinen auf 
TRP-Kanäle nur geringe Wirkung zu entfalten.  
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Abb. 3-37: Partielle Inhibition von TRPC5-Kanälen durch medizinisch eingesetzte Adamantane. 
(A-C) Fluorometrische Ca2+-Messungen an HEKTRPC5-Zellen nach Fluo-4 Beladung. 
Fluoreszenzänderung nach Akutzugabe der Verbindung (weiß) bzw. nach Zugabe von 10 µM BTD im 
Anschluss an eine zweiminütige Inkubation mit der jeweiligen Verbindung (schwarz), dargestellt als 
Mittelwert ± SD aus 3 unabhängigen Experimenten. In der Mitte befindet sich die chemische Struktur.  
(D-F) Elektrophysiologische Ganzzellableitungen an HEKTRPC5-Zellen. Die Daten zeigen I/V-Kurven 
einer beispielhaften Messung vor (1) und nach Zugabe von 10 µM BTD (2) bzw. nach Co-Stimulation 
von 10 µM BTD und 50 µM der gezeigten Verbindung. (G) Mittelwert und SD von 3 unabhängigen 
Experimenten wie in (D-F). Dargestellt ist die prozentuale Inhibition einer zuvor durch 10 µM BTD 
erreichten Stromdichte nach Zugabe von 50 µM der Verbindung. Ama, Amantadin; Mem, Memantin; 
Rim, Rimantadin. 
 
Nachdem sich B2 und B3 in elektrophysiologischen Messungen als TRPC5-
Aktivatoren mit nanomolarer Potenz zeigten, wurden HEKTRPC5-Zellen ebenfalls mit 
0,5 µM der drei Adamantan-Verbindungen stimuliert. Rimantadin deutete zuvor in den 
fluorometrischen Messungen eine Kanalaktivierung an und konnte auch in den 
Ganzzellableitungen die Stromdichte bei ±100 mV signifikant steigern. Die erhaltene 
I/V-Kurve ähnelte jedoch nicht der von TRPC5 (Abb. 3-39A, B). Memantin (0,5 µM) 
konnte nach Zugabe die Stromdichte ebenfalls signifikant erhöhen und bildete zudem 
die für TRPC5 typische I/V-Kurve aus. (Abb. 3-39C, D). Amantadin zeigte sich als 
stärkster TRPC5-Aktivator. Im Mittel fünf Minuten nach Zugabe von 0,5 µM zu 
HEKTRPC5-Zellen in Ganzzellableitungen erreichte die Stromdichte ein Plateau und die 
I/V-Kurve zeigte die für TRPC5 charakteristische Form. Die mittlere Stromdichte 
erreichte bei -100 mV im Mittel -81,6 ± 45,2 pA/pF, bei +100 mV im MIttel 
130 ± 66,9 pA/pF und damit dem BTD vergleichbare Werte. Diese Zunahme war durch 
Auswaschen reversibel und konnte ebenso durch den TRPC5-Inhibitor Clemizol 
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inhibiert werden (Abb. 3-40A-C). Die Zugabe von Amantadin auf HEK293-Zellen mit 
transienter Expression des humanen TRPC5-Kanals induzierte ebenfalls eine TRPC5-
typische I/V-Kurve, obwohl diese im Vergleich zum murinen TRPC5-Kanal deutlich 
schwächer ausfiel (Abb. 3-40D, E). Die Wirkung von 0,5 µM Amantadin auf HEKTRPC4-
Zellen war gering und es bildete sich wiederum keine typische Kennlinie (Abb. 3-40E, 
F). Von den drei untersuchten Adamantan-verbindungen besitzt demnach vor allem 
Amantadin die Fähigkeit TRPC5-Kanäle zu aktivieren. 
 
 
Abb. 3-38: Selektivitätsprofil der kommerziell verfügbaren Adamantanverbindungen.                  . 
Fluorometrische Ca2+-Messungen an HEK293-Zellen, die verschiedene TRP-Kanäle stabil 
überexprimieren. Gezeigt ist der Mittelwert ± SD aus 3 Messungen nach Stimulation mit 100 µM der 
genannten Verbindung (weiße Balken), einer sättigenden Konzentration eines etablierten 
Kanalaktivators (grau, Details siehe Abb. 3-15) und eine kombinierte Stimulation mit beiden 
Verbindungen (schwarz). Signifikante Änderungen zum Basalwert (p < 0,05, * ) sind markiert.  
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Abb. 3-39: Adamantane können in nM-Bereich TRPC5-Kanäle aktivieren.                                       . 
Elektrophysiologische Ganzzellableitungen an HEKTRPC5-Zellen (A) I/V-Kurven vor (1) und nach 
Stimulation mit 0,5 µM Rimantadin (Rim, 2) bzw. nach Auswaschen der Verbindung (3). Das eingefügte 
Diagramm zeigt die Stromdichte in pA/pF für −100 mV (untere Kurve) bzw. +100 mV (obere Kurve) 
Haltespannung im Zeitverlauf. Die gepunktete Linie entspricht der Nullinie. Die nummerierten Pfeilköpfe 
stellen die Zeitpunkte dar, aus denen die Einzelrampen generiert wurden.  
(B) Mittelwert und SD von n = 5 Experimenten wie in (A). Signifikante Unterschiede zum Basalstrom 
sind markiert (p < 0,05, * ). (C, D) gleicher Satz Experimente wie in (A, B) mit 0,5 µM Memantin (Mem). 
Das Balkendiagramm ergibt sich aus n = 6 Messungen. 
 
Abb. 3-40: Amantadin aktiviert TRPC5-Kanäle.                                                                                   . 
Elektrophysiologische Ganzzellableitungen an verschiedenen HEK293-Zellen. (A) I/V-Kurven in 
HEKTRPC5-Zellen vor (1) und während der Zugabe von 0,5 µM Amantadin (Ama, 2) bzw. nach 
Auswaschen der Verbindung (3). Das eingefügte Diagramm zeigt die Stromdichte in pA/pF für −100 mV 
(untere Kurve) bzw. +100 mV (obere Kurve) Haltespannung im Zeitverlauf des Experiments. Die 
gepunktete Linie entspricht der Nullinie. Die nummerierten Pfeilköpfe stellen die Zeitpunkte dar, aus 
denen die Einzelrampen generiert wurden. (B) Experiment wie in (A) mit Zugabe von 10 µM Clemizol 
(Clem, 4). (C) Mittelwert und SD von n = 8 Messungen, davon vier wie in (A) und vier wie in (B). 
Signifikante Unterschiede zum Basalstrom sind markiert (p < 0,05, * ). (D, E) gleicher Satz Experimente 
wie in (A-C) an HEK293-Zellen mit transienter Expression des humanen TRPC5-Kanals. (E) Mittelwert 
und SD von 5 Messungen. (F, G) Experimente wie in (A-C) an HEKTRPC4-Zellen. (G) Mittelwert und SD 




Die vorliegende Arbeit thematisiert die Suche, Identifikation und Validierung neuer 
Modulatoren für den TRPC5-Ionenkanal. Ausgehend von einem Wirkstoffscreening 
mit annähernd 17.000 verschiedenen chemischen Strukturen konnten zahlreiche neue 
Ionenkanal-Modulatoren identifiziert werden. Zwei wurden in einer wissenschaftlichen 
Fachzeitschrift veröffentlicht (Beckmann et al. 2017). Darüber hinaus wurde mit den 
Adamantanen eine neue Klasse chemischer Verbindungen als TRPC5-selektive 
Kanalmodulatoren beschrieben. Auf den nächsten Seiten erfolgt die kritische 
Auseinandersetzung mit den identifizierten Verbindungen. Dabei sollen ihr möglicher 
Nutzen bewertet und weiterführende Experimente angeregt werden. 
 
 
4.1 TRPC5-Kanäle als Steroidsensoren 
Methylprednisolon stellt den in dieser Arbeit zuerst beschriebenen TRPC5-
Kanalmodulator dar. Mit einer EC50 von 12 µM konnte es als zuverlässiger und relativ 
selektiver Aktivator von TRPC5-Kanälen beschrieben werden (Abb. 3-1, Abb. 3-3). Als 
synthetisches Glucocorticoid zählt es zu den Corticosteroiden. Der klassische 
Wirkmechanismus von Steroiden erfolgt über die Modulation der Genexpression der 
Zielzelle, nachdem sie an cytosolische oder nukleäre Steroidrezeptoren gebunden 
haben (Übersichtsartikel: Gronemeyer 1992). Bis zum Wirkeintritt einer solchen 
Stimulation vergehen in der Regel Stunden bis Tage. Die hier gezeigten Effekte auf 
TRPC5-Kanäle traten jedoch binnen Sekunden ein. Der TRPC5-Aktivierung durch 
Methylprednisolon liegt demnach nicht der klassische Wirkmechanismus zu Grunde. 
Nicht-genomische, schnell auftretende Effekte von Steroiden sind schon lange 
bekannt (Übersichtsartikel: Falkenstein et al. 2000). Eine Erklärung stellt deren 
Akkumulierung in der Zellmembran dar, wodurch die Membraneigenschaften wie 
Fluidität und Permeabilität verändert werden. So konnte gezeigt werden, dass hohe 
Konzentrationen von Methylprednisolon die Ca2+- und Na+-Homöostase, sowie die 
Exocytose einiger Arten von Leukozyten beeinflussen (Buttgereit et al. 1997; Liu et al. 
2005; Song & Buttgereit 2006). Konzentrationen über 400 µM führen dabei zum 
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Anschwellen von Zellen (Rosenberg et al. 1996), ein Effekt der bereits TRPC5-Kanäle 
aktivieren kann (Gomis et al. 2008). Der Konzentrationsbereich von Methylprednisolon 
lag in dieser Arbeit jedoch zwischen 20 µM und 200 µM, sodass eine TRPC5-
Aktivierung durch osmotische Zellschwellung unwahrscheinlich ist.  
Darüber hinaus kann die Membranakkumulation von Mehtylprednisolon über den 
Oktonal/Wasser-Verteilungskoeffizienten (logP) abgeschätzt werden. Zum Vergleich 
wurde mit Prednisolon eine Verbindung mit vergleichbaren physico-chemischen 
Eigenschaften herangezogen. Methylprednisolon und Prednisolon unterscheiden sich 
nur durch eine Methylgruppe am C6-Atom. Diese Methylgruppe erhöht die 
glucocorticoiden Wirkungen von Methylprednisolon und senkt mineralokorticoide 
Effekte (Forth & Aktories 2005). Die physikalischen Eigenschaften wie der logP-Wert 
werden hingegen nur wenig verändert (logPMPred = 1,82; logPPred = 1,62; Faktor 1,6). 
Sowohl die Potenz beider Verbindungen auf HEKTRPC5-Zellen (EC50Mpred = 12 µM, 
EC50Pred = 64 µM; Faktor 5,3; Abb. 3-2) als auch die Effektivität unterschieden sich 
jedoch deutlich. Selbst höchste Prednisolonkonzentrationen erreichten nicht 
denselben Effekt wie Methylprednisolon. Eine TRPC5-Aktivierung ausschließlich 
durch Anreicherung von Methylprednisolon in der Zellmembran ist daher 
unwahrscheinlich. 
Die direkte Interaktion von Methylprednisolon mit dem TRPC5-Kanal stellt eine 
weitere Möglichkeit dar, den schnellen Wirkeintritt zu erklären. Anfang des 
Jahrtausends wurde mit GPR30 der erste Steroidrezeptor identifiziert, der seine 
Wirkung nicht über Genregulation vermittelt (Filardo et al. 2000). Seither ist die Zahl 
der Signalwege, in die Steroide als Liganden eingreifen, stetig gewachsen (für einen 
kurzen Überblick siehe: Rudolph et al. 2016). Darunter befinden sich auch TRP-
Kanäle, insbesondere Vertreter der TRPM-Familie (Wagner et al. 2008; Majeed et al. 
2010; Majeed et al. 2012; Yogi et al. 2013). Aus dem Vergleich strukturähnlicher 
Steroidverbindungen leiteten Majeed und Kollegen ab, dass TRPM3-Kanäle über eine 
Steroidbindestelle verfügen. Einige der TRPM3-modulierenden Steroide wie 
Pregnenolonsulfat (PregS), Progesteron, Dihydrotestosteron und 17β-Östradiol wirken 
zugleich auf TRPC5-Kanäle, jedoch durchweg als Inhibitoren (Majeed et al. 2011a; 
Miehe et al. 2012). Zusammen mit den beschriebenen Wirkunterschieden von 
Prednisolon und Methylprednisolon liegt es nahe, dass auch TRPC5 über eine 
Steroidbindestelle verfügt. In dem Fall wäre Methylprednisolon der erste positive 
Modulator für TRPC4- und TRPC5-Kanäle mit Steroidgerüst. 
Der konkrete Nachweis einer Steroidbindestelle an TRP-Kanälen fehlte zu dieser 
Zeit jedoch. Ausgehend von bereits identifizierten Bindestellen neuroaktiver Steroiden 
vermutete man als Angriffspunkt Leucin-reiche Abschnitte in der Nähe der 
Transmembrandomänen (für umfangreiche Reviews zu Steroidbindestellen siehe: 
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Gimpl 2016; Genheden et al. 2017; Blanco et al. 2018). Die kürzlich veröffentlichte 
Cryo-Struktur von TRPC4 aus dem Zebrafisch (Danio rerio) deutet nun erstmals eine 
potenzielle Steroidbindestelle in einer Einfaltung auf der intrazellulären Seite des 
Kanals an, die aus den Transmembrandomänen TM1 und TM4 sowie aus dem 
proximalen Teil des N-Terminus gebildet wird (Vinayagam et al. 2018, Abb. 1-4). Die 
Bindung wird über drei Leucine (L374, L492, L495) und ein Phenylalanin (F366) 
vermittelt, die sowohl in TRPC4, als auch TRPC5 hochkonserviert sind (vgl. Anhang 
6.3). Die Übereinstimmung von Lage und beteiligten Aminosäuren dieser Region mit 
den bisher identifizierten Bindestellen legt nahe, dass hier ein möglicher Angriffspunkt 
von Steroidverbindungen und damit eventuell von Methylprednisolon sein könnte. 
In der Regel fungieren neuroaktive Steroide als positive oder negative allosterische 
Modulatoren, die den Zustand eines Rezeptors vor oder nach Bindung eines 
orthosterischen Agonisten stabilisieren. TRPC5-Kanäle zeigen im Gegensatz zu dem 
nächstverwandten TRPC4-Kanal eine deutlich höhere Basalaktivität (Jeon et al. 2012). 
Eine Stabilisierung des Offenzustandes des Kanals könnte erklären, dass TRPC4 im 
Gegensatz zu TRPC5 nicht ad hoc durch Methylprednisolon aktiviert, aber potenziert 
wird (Abb. 3-2). Die Wirkung könnte demnach vor allem auf positiver, allosterischer 
Modulation des TRPC5-Kanals beruhen. 
Unabhängig vom Wirkmechanismus stellt sich die Frage, ob Methylprednisolon mit 
einer EC50 von 12 µM überhaupt in physiologischem Kontext eingesetzt werden kann. 
Methylprednisolon ist ein seit Jahren in der Medizin etabliertes Medikament mit 
entzündungshemmender Wirkung. Die nationalen Versorgungsleitlinien empfehlen die 
intravenöse Gabe von Methylprednisolon in der Therapie von schwerem Asthma, 
Anaphylaxie und Exazerbationen der multiplen Sklerose (Arbeitsgemeinschaft der 
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AMWF) et al. 2009; (Gold et 
al. 2012; Ring et al. 2014). Methylprednisolon wird auch in hohen Dosen gut toleriert, 
die je nach Behandlung bis zu 30 mg/kg Körpergewicht erreichen. Das entspricht in 
der Spitze einer Plasmakonzentration von bis zu 1,3 mM (Derendorf et al. 1985). In 
der Schubtherapie der Multiplen Sklerose können wiederholt Dosen von bis zu 
2000 mg intravenös verabreicht werden, was lokal zu noch höheren Konzentrationen 
führen kann (Milligan et al. 1987). Die zur TRPC5-Kanalaktivierung in vivo benötigten 
Konzentrationen werden in der Praxis demnach erreicht. Zudem ist Methylprednisolon 
ZNS-gängig und kann theoretisch TRPC5-Kanäle im Nervensystem erreichen, sodass 
Methylprednisolon durchaus TRPC5-Kanäle in vivo modulieren kann. 
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4.2 Einordnung der Verbindungen aus dem Wirkstoffscreening 
Im Rahmen des Wirkstoffscreenings konnten 40 chemische Verbindungen mit 
TRPC5-Kanal-modulierenden Eigenschaften identifiziert und bestätigt werden. Bei 
Betrachtung der Strukturen fällt die Ähnlichkeit zu bereits publizierten TRPC5-
Modulatoren auf. Dazu gehört insbesondere die Gruppe der bicyclischen, teils 
aromatischen Verbindungen. Ein häufiges Motiv ist die Kombination aus Sechs- und 
Fünfring, oft mit Heteroatomsubstitution. So gehen die Verbindungen RBI-C5-B1, B4 
und A20 auf ein Puringerüst zurück (Abb. 3-4). Insbesondere B4 und A20 teilen mit 
Pico145, dem derzeit potentesten TRPC5-Inhibitor ein Xanthin-Grundgerüst (Abb. 1-8; 
Rubaiy et al. 2017). Die Wirkung solcher Purinalkaloide beruht häufig auf der 
kompetitiven Bindung an den Adenosinrezeptor A2a, jedoch ohne ihn zu aktivieren. 
Sie sind in der Regel durch Substitutionen an den Stickstoffatomen N1, N3 und N7 
gekennzeichnet. B4 und A20 weisen hingegen vor allem große Substituenten an N7 
und C8 auf, sodass keine Aussagen über purinalkaloide Wirkungen möglich sind.  
Den Purinalkaloiden ähnlich sind die Benzimidazolderivate, die vor der Entdeckung 
von Pico145 die potenteste Inhibitorgrundstruktur darstellte. Dazu gehören Clemizol 
und M084 (Abb. 1-8; Richter et al. 2014a; Zhu et al. 2015) aber auch der Aktivator A2. 
Als Benzothiazol besitzt A11 ein Grundgerüst ähnlich dem von Riluzol (Richter et al. 
2014b). Strukturell different, aber unlängst als Purinrezeptor-Inhibitoren identifiziert, 
sind Dibenzazepine. Deren bekanntester Vertreter ist das Carbamazepin, ein 
Antikonvulsivum zur Behandlung psychischer Erkrankungen und von Epilepsie. In 
einer Studie zur inhibitorischen Wirkung von Carbamazepin-Derivaten auf den 
purinergen Ca2+-Kanal P2X4 wirkte der hier beschriebene TRPC5-Aktivator A15 mit 
einer IC50 von 80 µM (Tian et al. 2014). Die Vielzahl an Verbindungen mit Affinität für 
Purinrezeptoren und TRPC5-Kanäle ist erstaunlich. Zwar kann TRPC5 in HEK293-
Zellen durch extrazelluläres ATP aktiviert werden, dies ist jedoch indirekte Folge einer 
Aktivierung endogen exprimierter P2Y-Rezeptoren (Schachter et al. 1997; Richter et 
al. 2014b). Und auch wenn intrazelluläres ATP TRPC5 direkt inhibiert (Dattilo et al. 
2008), gilt TRPC5 nicht als purinerger Rezeptor. 
Die größte Gruppe identifizierter Verbindungen im Wirkstoffscreen stellen die 
Acridinderivate dar. In der Medizin ist diese Stoffgruppe kaum von Bedeutung. RBI-
C5-B11 trägt am mittleren Ring jedoch zusätzlich ein Schwefel-Heteroatom, wodurch 
es zu den Phenothiazinen zählt und ein Ester des Chlorpromazins ist. Chlorpromazin 
gilt als das erste Neuroleptikum mit breiter, sedierender Wirkung, die unter anderem 
auf die Blockade cholinerger, adrenerger und histaminerger Signaltransduktion beruht. 
Der Aktivator A3 besitzt ein Chroman-ähnliches Grundgerüst, welches über eine 
Peptidbindung an einen Benzolring geknüpft ist. Damit steht er chemisch in der Nähe 
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anderer sekundärer Pflanzenmetabolite wie die bereits bekannten TRPC5-
Modulatoren Genistein, Galangin und AM12 (Abb. 1-7, Abb. 1-8; Wong et al. 2010; 
Naylor et al. 2016). Diese Flavonoide werden stereochemisch in die Nähe der Steroide 
gestellt (Setchell & Cassidy 1999; Morito et al. 2001), die oft auch an Steroid-
Rezeptoren binden.  
Viele der im Rahmen des Wirkstoffscreenings identifizierten Verbindungen besitzen 
Ähnlichkeiten zu bereits publizierten TRPC5-Modulatoren, sodass sich gewisse 
Grundmotive abzeichnen, die im Rahmen von Struktur-Wirkungs-Beziehungen zur 
Identifizierung von weiteren Bindestellen herangezogen werden können. Die 
Benzothiadiazin- und Adamantanderivate sind schon lange in medizinischer 
Anwendung. Hinsichtlich der TRPC5-Modulation handelt es sich jedoch um eine 
gänzlich neue biologische Aktivität dieser Strukturen. 
 
 
4.3 BTD als TRPC5-selektiver Kanalaktivator 
Das Benzothiadiazinderivat BTD ist der zweite in dieser Arbeit identifizierte, 
selektive TRPC5-Kanalaktivator, dessen chemische Struktur keinem früheren TRPC5-
Modulator ähnelt (vgl. Abb. 1-7, Abb. 1-8). BTD setzt sich aus der namengebenden 
Benzothiadiazingruppe und einem Adamantanrest zusammen. Beide sind über eine 
achtgliedrige, vornehmlich aliphatische Kette miteinander verbunden (Abb. 3-5). Mit 
einer EC50 von etwa 1 µM ist BTD um den Faktor zehn potenter als Methylprednisolon 
(Abb. 3-11A). Im Vergleich mit dem etablierten Kanalaktivatoren Riluzol (EC50 = 9 µM) 
(Richter et al. 2014b) bleibt noch immer eine um Faktor sechs bis acht bessere Potenz. 
Gleichzeitig ist die Effektivität von BTD größer, wie aus elektrophysiologischen 
Ganzzellableitungen hervorgeht. Die Einwärtsströme nach Stimulation von HEKTRPC5-
Zellen mit 10 µM BTD fallen mit durchschnittlich 150 pA/pF (n = 7; Abb. 3-13B) dreimal 
so stark aus wie die nach Stimulation mit 100 µM Riluzol (Richter et al. 2014b). Damit 
war BTD zum Zeitpunkt des Screenings der potenteste und stärkste TRPC5-Aktivator. 
Die übrigen Mitglieder der TRPC-Familie zeigten keine Reaktion auf BTD-
Stimulation. Die Wirksamkeit auf TRPC2-Kanäle wurde nicht untersucht, da TRPC2 
bei Primaten aufgrund einer Pseudogen-Bildung nicht funktional ist (Wes et al. 1995). 
Da TRPC1 nach derzeitigem Wissensstand wohl keine funktionalen Homomere bildet 
(Übersichtsartikel: Dietrich et al. 2014), wurde die Wirkung von BTD auf heteromere 
Kanalkomplexe untersucht, die TRPC1 in Kombination mit TRPC4- und TRPC5-
Kanaluntereinheiten bilden kann. Diese sind leicht anhand ihrer elektro-
physiologischen Kennlinie identifizierbar (Strübing et al. 2001). Hierbei zeigte sich, 
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dass BTD zwar Heteromere aus TRPC1 und TRPC5 (TRPC1:TRPC5) aktivieren 
konnte, jedoch nicht die Kombination TRPC1:TRPC4 (Abb. 3-17). Dies deutet darauf 
hin, dass TRPC1-Untereinheiten nicht durch BTD aktiviert werden können. 
FRET-Messungen und Co-Immunopräzipitationsexperimente zeigten, dass TRPC5 
auch mit TRPC4-Untereinheiten heteromerisieren kann (Goel et al. 2002; Hofmann et 
al. 2002). Bislang fehlte jedoch ein eindeutiger elektrophysiologischer Nachweis des 
TRPC4:TRPC5-Heteromers. Die Schwierigkeit dabei ist, dass sich die I/V-Kurven der 
jeweiligen Homomere kaum voneinander unterscheiden. Für das TRPC4:TRPC5-
Heteromer wird ebenfalls eine N-förmige I/V-Kurve erwartet. Eine Lösung wären 
TRPC4:TRPC5-Konkatemere. Bisher wurden solche jedoch lediglich für TRPC1-
tragende Heteromere publiziert (Rubaiy et al. 2017). Daher wurde eine transiente Co-
Transfektion beider Kanaluntereinheiten in HEK293-Zellen gewählt. In den co-
transfizierten Zellen konnte mit BTD die typische N-förmige Strom-Spannungs-
Kennlinie ausgelöst werden (Abb. 3-17). Sie unterschied sich vom TRPC5-Homomer 
durch einen deutlich stärkeren Einwärtstrom und einen Gleichrichtungsindex (RI), der 
sich dem des voll aktivierten TRPC4-Homomers nach Stimulation mit Englerin A 
annäherte (Abb. 3-17). In Anbetracht der Selektivität von BTD für TRPC5-
Kanaluntereinheiten ist womöglich der erste elektrophysiologische Nachweis eines 
funktionalen TRPC4:TRPC5-Heteromers gelungen.  
Die Stimulation von Mitgliedern weiterer TRP-Kanalfamilien mit verschiedenen 
BTD-Konzentrationen blieb – mit Ausnahme schwach-aktivierender Effekte auf den 
TRPM2-Kanal – wirkungslos. Jenseits der TRP-Kanäle kennt man für die 
Benzothiadiazin-Grundstruktur im Wesentlichen zwei Hauptwirkungen: Sie blockieren 
den Na+/Cl--Cotransporter im distalen Tubulus der Niere und aktivieren ATP-
abhängige K+-Kanäle (KATP-Kanäle) in glatten Gefäßmuskeln, den Bronchien, im 
Herzen sowie in den β-Zellen des Pankreas (Forth & Aktories 2005). Ein bekannter 
KATP-Kanalöffner ist das Diazoxid (Trube et al. 1986) sowie dessen 
adamantantragendes Derivat DAD11 (Lachenicht et al. 2009). Beide wurden in ihrer 
Wirkung auf TRPC5-Kanäle in der HEKTRPC5-Zelllinie getestet und blieben wirkungslos 
(Abb. 3-12). Umgekehrt wurde BTD in Kooperation mit der Arbeitsgruppe 
Lasermedizin um Prof. Dr. Horst Lemoine von der Universität Düsseldorf auf 
verschiedene KATP-Kanäle getestet (Abb. 3-16). BTD konnte die Kombination 
Kir6.1/Sur2B positiv modulieren. Sie kommt vor allem im Gefäßsystem vor (Shi et al. 
2012). Mit einer EC50 von etwa 80 µM liegen signifikante Effekte von BTD auf KATP-
Kanäle jedoch jenseits des Konzentrationsbereiches, welcher für die TRPC5-
Kanalaktivierung in Frage kommt. Zusammengefasst handelt es sich bei BTD um 
einen weitgehend selektiven Aktivator von TRPC5-Kanälen. 
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4.3.1 BTD als potenziell direkter TRPC5-Aktivator 
Der Identifikation des Wirkmechanismus von BTD am TRPC5-Kanal gestaltet sich 
schwierig. Die wahrscheinlich endogenen Aktivatoren aller Mitglieder der TRPC-
Familie sind die second messenger Diacylglycerole (DAG) (Hofmann et al. 1999; 
Okada et al. 1999; Storch et al. 2017). DAGs werden beispielsweise im Zuge einer 
Aktivierung Gq-gekoppelter Rezeptoren (GqPCR) durch die Aktivität der Phospholipase 
C (PLC) aus dem Membranlipid PIP2 gebildet. Da es nach BTD-Stimulation zu keiner 
Aktvierung der PLC kommt (Abb. 3-19), ist es unwahrscheinlich, dass BTD in die 
endogene Signalkaskade eingreift. 
Ohnehin genügt DAG allein in der Regel nicht zur Aktivierung von TRPC4- und 
TRPC5-Kanälen (Hofmann et al. 1999). Die DAG-Sensitivität ist komplex reguliert 
(Abb. 1-6) und bedarf unter anderem der Dissoziation des Regulatorproteins NHERF, 
welches im Regelfall an den C-Terminus des Kanals gebunden ist (Storch et al. 2017). 
Zudem potenziert die gleichzeitige Depletion lokaler PIP2-Speicher eine TRPC4- und 
TRPC5-Kanalaktivierung zusätzlich (Trebak et al. 2009). Die Möglichkeit, dass BTD in 
irgendeiner Weise Einfluss auf diese Regulation nimmt, musste in Betracht gezogen 
werden. Um TRPC5- und TRPC4-Kanäle über den DAG-Pfad zu aktivieren, wird ein 
Mix aus verschiedenen GqPCR-Agonisten (Carbachol, Thrombin und ATP) eingesetzt 
(Richter et al. 2014b). Weder die Co-Stimulation von BTD mit dem Agonisten-Mix, noch 
mit OAG, einem potenten DAG-Analogon, führte zu einer Signalpotenzierung in 
TRPC5- oder TRPC4-exprimierenden HEK293-Zellen (Abb. 3-10). Es erscheint daher 
unwahrscheinlich, dass BTD seine Wirkung auf TRPC5-Kanäle über den DAG-
Signalweg entfaltet. 
Die hohe Selektivität von BTD für TRPC5-Kanäle legt eher einen direkten 
Wirkmechanismus nahe. Elektrophysiologische Ableitungen an isolierten 
Membranflecken von HEKTRPC5-Zellen in der inside-out Konfiguration bestätigten, dass 
BTD unabhängig von cytosolischen Faktoren wirkt (Abb. 3-20). Unter Berücksichtigung 
der Struktur-Wirkungs-Beziehungen aus Abb. 3-12 lassen sich zudem weitere 
Hypothesen über den Wirkmechanismus ableiten. Die Struktur von BTD ähnelt der von 
Membranlipiden. Dem Umstand, dass das Auswaschen einer vollen TRPC5-
Aktivierung durch BTD mehrere Minuten dauert, könnte zu Grunde liegen, dass sich 
der lange, relativ aliphatische Teil in die Zellmembran einlagert. Eine 
Membrananreicherung allein genügt jedoch nicht für die Erklärung der BTD-Wirkung. 
Derivate, bei denen die aliphatische Kette verkürzt ist, besitzen einen höheren logP-
Wert als BTD (Abb. 3-12), blieben allerdings vollkommen wirkungslos. Rein spekulativ 
bleibt die Möglichkeit einer Bindestelle für das Benzothiadiazin am TRPC5-Kanal. Als 
Indiz kann die Tatsache angesehen werden, dass bereits das Fehlen einer 
Methylgruppe am C6-Atom des Benzothiadiazins die ansonsten identische 
D I S K U S S I O N 
94 
Verbindung RBI-C5-A6 um den Faktor sechs weniger potent werden lässt. 
Zusammengefasst entfaltet BTD seine Wirkung auf den TRPC5-Kanal in dessen 
unmittelbarer Nähe, möglicherweise durch direkte Bindung an den Kanal. Für die 
Effektivität von BTD ist sowohl die Beschaffenheit der aliphatischen Kette, als auch 
der Benzothiadiazingruppe entscheidend. 
 
4.3.2 Speziesspezifische BTD-Effekte 
Da TRPC5 hauptsächlich im neuronalen Gewebe exprimiert wird, wurden U-87-
Zellen (U87) ausgewählt, um die Wirkung von BTD auf endogen exprimierte Kanäle 
zu untersuchen. Bei U87 handelt es sich um eine Glioblastomzelllinie mit epithelialer 
Morphologie (Pontén & MacIntyre 1968), die heute weltweit in Laboratorien eingesetzt 
wird, obwohl sie nicht mit der ursprünglich beschriebenen Zelllinie identisch ist (Allen 
et al. 2016). Die ursprünglich publizierte, endogene Expression von TRPC5 in U87 
(Wang et al. 2009) wurde in den hier verwendeten Zellen daher nochmals mit Hilfe 
einer qPCR bestätigt (Tab. 3-4). Frühere Studien aus unserem Labor zeigten bereits 
funktionale TRPC5-Kanäle in diesen Zellen (Richter et al. 2014b). Eine Stimulation mit 
BTD führte zu signifikanten und reversiblen Zunahmen der [Ca2+]i in Einzelzell-Ca2+-
Messungen sowie der Stromdichte bei ± 100 mV in elektrophysiologischen 
Ableitungen.  
Trotz größerer Effektivität von BTD gegenüber Riluzol fielen die Effekte in absoluten 
Werten geringer aus (vgl. Richter et al. 2014b). Eine Erklärung könnten die 
unterschiedlichen Kulturbedingungen sein. In den Versuchen von Richter und Kollegen 
wurde U87 in IMDM kultiviert. Die qPCR dieser Arbeit deutete jedoch an, dass ein 
glucosereiches DMEM die Transkription von TRPC5 gegenüber IMDM begünstigt 
(Tab. 3-4). Einzelzell-Ca2+-Messungen zeigten allerdings keinen Unterschied 
zwischen beiden Kulturmedien nach BTD-Stimulation. Zudem ähnelte die Form der 
I/V-Kurve in elektrophysiologischen Ableitungen nach Applikation von BTD eher einem 
TRPC1:TRPC5-Heteromer (Abb. 3-21A-D). Eingedenk der vergleichsweise hohen 
Expression von TRPC1 in den Zellen ist das keine Überraschung. Allerdings konnten 
auch die von Richter und Kollegen publizierten Ergebnisse von Riluzol auf U87-Zellen 
nur zum Teil reproduziert werden. U87-Zellen reagieren sehr sensitiv auf wechselnde 
Kulturmedien oder -materialien (persönliche Kommunikation mit Prof. Dr. Achim 
Aigner, Leiter der Arbeitsgruppe „klinische Pharmakologie“, Universität Leipzig). 
Bereits ein Chargenwechsel der Kulturflaschen kann zu unterschiedlichen 
Ergebnissen führen. Aus den durchgeführten Versuchen kann daher nicht mit 
Sicherheit geschlossen werden, ob BTD die endogen exprimierten TRPC5-Kanäle in 
U87-Zellen aktivieren kann. 
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Daher wurde eine weitere Zelllinie mit endogener TRPC5-Expression gesucht, um 
die Wirkung von BTD zu erproben. NTERA2 sind humane Krebszellen, die viele 
Charakteristika von neuronalen Vorläuferzellen aufweisen (Pleasure & Lee 1993). 
Durch mehrwöchige Behandlung mit Retinsäure können sie in postmitotische Neurone 
differenziert werden (Pleasure et al. 1992). Online-Datenbanken deuteten in den 
undifferenzierten Zellen auf eine endogene TRPC5-Expression hin (Proteinatlas.org 
2003; Aviva Systems Biology Corporation 2017, vgl. 6.2). Zwei Chargen von Zellen 
wurden untersucht (AG Prof. Dr. Aigner, Universität Leipzig; AG Prof. Dr. Bicker, 
Tierärztliche Hochschule Hannover). Mit Hilfe einer qPCR wurde wiederum die 
Transkription von TRPC1, TRPC4 und TRPC5 nachgewiesen (Tab. 3-4). In Einzelzell-
Ca2+-Messungen führte die BTD-Applikation zu einem reversiblen und durch Clemizol 
inhibierbaren Anstieg der [Ca2+]i. In den elektrophysiologischen Messungen konnte 
ebenfalls die Stromdichte bei ± 100 mV signifikant erhöht werden. Allerdings wurde 
wiederum nicht die TRPC5-typische I/V-Kurve ausgebildet (Abb. 3-21E-H). 
Es stand die Frage im Raum, warum der TRPC5-Kanal in den beiden Zelllinien nicht 
eindeutig aktiviert werden konnte. Die bisherige Validierung wurde an murinen TRPC5-
Kanälen durchgeführt. Da jedoch sowohl U87- als auch NTERA2-Zellen humanen 
Ursprungs sind, wurde zur Abklärung der humane TRPC5-Kanal in HEK293-Zellen 
transient zur Expression gebracht. Die Funktionalität des humanen TRPC5-Kanals 
wurde durch Englerin A bestätigt. Durch BTD-Applikation war der humane TRPC5-
Kanal jedoch deutlich schlechter aktivierbar (Abb. 3-22) und es bedurfte höherer 
Konzentrationen um eine dem murinen TRPC5-Kanal vergleichbare Aktivierung zu 
erreichen. BTD zeigt demnach hinsichtlich der Aktivierbarkeit von TRPC5-Kanälen 
speziesspezifische Unterschiede.  
Bei TRP-Kanalmodulatoren sind speziesabhängige Unterschiede keine Seltenheit. 
Am besten untersucht sind sie für TRPA1- (Chen et al. 2008; Chen et al. 2013; Gupta 
et al. 2016) und TRPV1-Kanäle (Jordt & Julius 2002; Gavva et al. 2004; Phillips et al. 
2004). Diese Arbeiten zeigen eindrucksvoll, dass den speziesspezifischen 
Unterschieden in der Wirksamkeit von Pharmaka oft nur die Substitution einer oder 
weniger Aminosäuren zu Grunde liegt. 
Das eröffnet die Frage, ob auch bei TRPC5 die speziesspezifischen Unterschiede 
in der Aktivierbarkeit auf einzelne Aminosäuren zurückzuführen sind. Obwohl die 
Benzothiadiazine bereits lange als KATP-Kanalaktivatoren bekannt sind, konnten die 
Bindestellen bisher nicht identifiziert werden (siehe Übersichtsartikel: Moreau et al. 
2005). Ein Sequenzvergleich des murinen und humanen TRPC5-Kanals (siehe dazu 
auch Anhang 6.3) kann eventuell Anhaltspunkte über die speziesspezifischen 
Unterschiede in der TRPC5-Kanalaktivierbarkeit durch BTD liefern. Die 
Sequenzidentität zwischen den TRPC5-Orthologen beträgt 97 Prozent und 
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insbesondere der N-terminale Bereich ist hoch konserviert. Lediglich zwei 
Aminosäuren in den Ankyrin-Repeats sind unterschiedlich. Ankyrin-Repeats vermitteln 
diverse Protein-Protein-Wechselwirkungen (Mosavi et al. 2004) und wirken an der 
Assemblierung von Kanaluntereinheiten zu Homomeren mit (Lepage et al. 2006). Die 
folgende Sequenz beider Kanäle ist bis weit hinter TM6 identisch. Ein Angriff von BTD 
in der Nähe der Kanalpore oder am Selektivitätsfilter wäre damit nahezu 
ausgeschlossen.  
Unterschiede in der Aminosäuresequenz gibt es vor allem im C-Terminus. Dieser 
ist für die Modulation des TRPC5-Kanals von besonderer Bedeutung, da er zahlreiche 
regulatorische Domänen enthält (s. Abb. 1-6). Dazu zählen die sich gegenseitig 
überlagernden und miteinander konkurrierenden Bindestellen für Calmodulin und den 
IP3-Rezeptor (CIRB, Tang et al. 2001). Die CIRB-Domäne fällt zusätzlich mit der 
Bindestelle für SEC14-like and spectrin-type domain zusammen (SESTD, Miehe et al. 
2010), über die beispielsweise das Membranlipid PIP2 gebunden werden kann. Es folgt 
eine weitere Calmodulinbindestelle (CaMB, Ordaz et al. 2005) sowie C-terminal die 
PDZ-Bindestelle des Regulatorproteins des Na+/H+ Antiporter 3 (NHERF, Tang et al. 
2000). Die NHERF-PDZ- und SESTD1-Bindedomänen sind in die DAG-vermittelte 
Kanalaktivität involviert, zwischen humanem und murinem TRPC5-Kanal jedoch 
identisch. Da BTD zudem nicht in den DAG-Signalpfad einzugreifen scheint, ist eine 
Interaktion mit diesen Domänen unwahrscheinlich. 
Die CIRB- und CaMB-Domänen sind hingegen vorrangig Ca2+-reguliert. An der 
CIRB-Domäne bindet in Abhängigkeit der cytosolischen Ca2+-Konzentration entweder 
Calmodulin oder der IP3-Rezeptor und zeigt zwischen mTRPC5 und hTRPC5 eine 
Aminosäuresubstitution (m-H703N-h). Ob dies Einfluss auf das Bindungsverhalten 
nimmt, ist nicht bekannt. Die zweite CaMB-Domäne kann eine durch 
Rezeptorstimulation hervorgerufenen TRPC5-Aktivierung potenzieren und 
beschleunigen (Ordaz et al. 2005). Sie weist zwischen den beiden TRPC5-Varianten 
vier Substitutionen auf (P828S, S830A, F843L, F849L) und fehlt gänzlich in 
Splicevariante TRPC4β (Schaefer et al. 2002). Eine Interaktion von BTD mit der 
CaMB-Domäne könnte eine naheliegende Erklärung für die TRPC5-Selektivität sein. 
C-terminal ablatierte TRPC5-Kanäle ohne CaMB-Domäne sind bereits beschrieben 
(Ordaz et al. 2005). Diese Kanäle sind nach wie vor funktional und könnten in 
weiterführenden Studien verwendet werden, um zu überprüfen ob hier der 
Angriffspunkt von BTD und die Ursache für dessen Speziesspezifität zu finden ist.  
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4.3.3 TRPC5-ähnliche Ströme in hippocampalen Neuronen 
Um nach Möglichkeit die speziesspezifische Limitation von BTD zu umgehen, 
wurden hippocampale Neurone der Ratte präpariert (Rattus norvegicus). Frühere 
Studien konnten immunhistochemisch und funktional die endogene TRPC5-
Expression belegen (Greka et al. 2003; Chung et al. 2006; Fowler et al. 2007; He et 
al. 2012). Die Aminosäureidentität zwischen rTRPC5-Kanal und mTRPC5 ist mit 99 % 
größer als zum humanen TRPC5. Die Expression im Hippocampus der Ratte ist 
besonders hoch in den Pyramidenzellen des Cornu Ammonis und in den Granulazellen 
des Gyrus dentatus (Chung et al. 2006). Sie unterliegt altersabhängigen 
Schwankungen, nimmt tendenziell jedoch mit dem Alter der Tiere zu (Fowler et al. 
2007). Nach etwa vierzehn Tagen wird ein Peak erreicht (siehe Yu et al. 2014 und 
daraus NCBI BioProject PRJNA238328).  
In Übereinstimmung mit der Literatur wurden Primärkulturen von Hippocampus-
neuronen achtzehn Tage alter Rattenembryonen angelegt. In Einzelzell-Ca2+-
Messungen löste BTD eine signifikante Zunahme der [Ca2+]i in nahezu allen Zellen der 
Kultur aus. Am stärksten war der Effekt nach etwa 12 Tagen in vitro-Kultur (Abb. 3-23A, 
B). Eine Unterscheidung nach Zelltypen war zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht mehr 
möglich. Elektrophysiologische Ableitungen zeigten nach Zugabe von BTD in einem 
Teil der Zellen ebenfalls eine dem TRPC5-Kanal ähnliche I/V-Kurve (Abb. 3-23C, D). 
Obwohl bislang ungeklärt ist, ob Primärzellkulturen sich in vitro vergleichbar entwickeln 
wie in vivo, passen die beobachteten Zeitunkte in etwa mit dem ersten Peak bei der 
TRPC5-Expression zusammen (Yu et al. 2014). Zur Stimulation des murinen TRPC5-
Kanals kann BTD demnach durchaus für Zellen mit endogener Kanalexpression 
eingesetzt werden. Vor einer Anwendung in vivo bedarf es jedoch weiterer 
pharmakokinetischer und pharmakodynamischer Untersuchungen. 
 
4.3.4 BTD im Vergleich zu Englerin A 
Noch während der Validierung von BTD wurde mit Englerin A ein TRPC5-Aktivator 
publiziert, dessen EC50 von etwa 8 nM eine im Vergleich zum BTD 125-fach höhere 
Potenz aufwies (Akbulut et al. 2015). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die EC50 von 
Englerin A anhand fluorometrischer Ca2+-Messungen bei HEKTRPC5-Zellen bestätigt 
(Beckmann et al. 2017). In elektrophysiologischen Ganzzellableitungen zeigte eine 
Stimulation von HEKTRPC5-Zellen mit 20 nM Englerin A im Vergleich zum BTD einen 
deutlich stärkeren Einwärtsstrom (Tab. 3-3). Englerin A erscheint damit im Vergleich 
zu BTD als potenterer und effektiverer Wirkstoff. Allerdings aktiviert Englerin A neben 
TRPC5 auch TRPC4 mit nahezu gleicher Effektivität (Tab. 3-3, Abb. 3-14) und Potenz 
(EC50 = 11 nM; Abb. 3-15B & Akbulut et al. 2015). In vielen Geweben findet eine 
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Koexpression beider Kanäle statt. Somit wäre in Folge einer Englerin A-Stimulation 
keine Diskriminierung zwischen TRPC4- und TRPC5-Aktivierung möglich. Da BTD 
keine Wirkung auf TRPC4-Kanäle zeigte (Abb. 3-14), besitzt es gegenüber Englerin A 
den Vorteil der Subtypselektivität. 
Das weitere Selektivitätsprofil von Englerin A zeigt innerhalb der TRP-Familie nur 
geringe Antagonismen auf TRPA1, TRPV3 und TRPM8 (Carson et al. 2015). Jenseits 
der TRP-Familie ist Englerin A als PKCθ-Aktivator mit ebenfalls nanomolarer Potenz 
bekannt (Sourbier et al. 2013). Bereits vor einigen Jahren wurde erkannt, dass 
Englerin A bestimmte Nierenkrebszelllinien abtöten kann (Ratnayake et al. 2009).  
Nachdem TRPC4-Kanäle als ein weiteres Target der Verbindung entdeckt wurden, 
und auch die TRPC4-exprimierende Nierenkrebslinie A498 durch Englerin A 
zuverlässig abgetötet werden konnte (Akbulut et al. 2015), wuchsen die Hoffnungen 
auf einen Einsatz von Englerin A in der Krebstherapie. Ursache für den Zelltod ist 
wahrscheinlich die Überladung der Zellen mit Na+ (Ludlow et al. 2016). Für die 
Behandlung zahlreicher weiterer Krebszelllinien, darunter auch solche mit TRPC5-
Expression, gibt es für Englerin A vielversprechende Vorversuche (Carson et al. 2015). 
Krebszelllinien mit nachgewiesener TRPC5-Expression sind zum Beispiel HCT-8, 
LoVo (beide Kolonkarzinom-Zellen), MCF-7 (Mammakarzinom) und U-87 
(Glioblastom) (Wang et al. 2009; Ma et al. 2012; Wang et al. 2015). Ein ähnlicher 
Versuch, bei dem im Rahmen eines MTT-Tests HEKTRPC5-Zellen mit BTD behandelt 
wurden, zeigte eine von der BTD-Konzentration abhängige Verminderung der 
metabolischen Zellaktivität. Uninduzierte Kontrollzellen blieben hingegen 
unbeeinflusst (Abb. 3-18). Folglich birgt auch BTD das Potenzial gegen TRPC5-
exprimierende Krebszellen getestet zu werden. 
Bei der Übertragung der Ergebnisse von Englerin A aus der Zellkultur in ein in vivo 
Modell wurden jedoch Risiken deutlich. Dosierungen nahe der zur TRPC4-Aktivierung 
nötigen Konzentration führten in Nagetieren bereits zum Tod (Carson et al. 2015). 
Noch geringere Dosen bewirkten bereits Verhaltensänderungen, insbesondere 
verringerte Lokomotion, von denen sich die Tiere jedoch vollständig erholen konnten 
(Cheung et al. 2018). Zudem unterliegt Englerin A im Organismus einem hohen 
Turnover. Schon nach 90 Minuten konnte im Plasma von Mäusen ausschließlich der 
unwirksame Metabolit Englerin B nachgewiesen werden (Carson et al. 2015). 
Zusammengefasst besitzt BTD trotz der vermeintlich schlechteren Potenz und 
Effektivität das Potenzial, zukünftig sinnvoll in der TRPC5-bezogenen Forschung 
eingesetzt zu werden. 
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4.4 Adamantane als TRPC5-Modulatoren 
Bei der Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehung von BTD wurde bislang vor 
allem die Benzothiadiazin-Kopfgruppe untersucht. Verbindungen mit Adamantan-
Seitengruppe stellten unter den identifizierten TRPC5-Modulatoren jedoch die 
zweitgrößte Gruppe, wobei sie sowohl unter den Aktivatoren, wie auch den Inhibitoren 
zu den potentesten identifizierten Verbindungen zählten (vgl. Tab. 3-1, Tab. 3-2). Da 
es sich bei den Adamantanen um ein mögliches neues Grundmotiv von TRPC5-
Modulatoren handeln könnte, wurden die zwei herausragenden Verbindungen RBI-
C5-B2 und RBI-C5-B3 näher charakterisiert.  
Das Besondere der beiden ist ihre schlichte Struktur. Sie sind lediglich durch ein 
primäres (B2) oder ein tertiäres (B3) Amin mit je einem Adamantansubstituenten 
gekennzeichnet. Im Gegensatz zu den Benzothiadiazinen zeigten B2 und B3 
inhibitorische Effekte auf TRPC5-Kanäle. Sie inhibierten in fluorometrischen Ca2+-
Assays alle direkt wirkenden TRPC5-Kanalaktivatoren im niedrigen mikromolaren 
Bereich (Abb. 3-24). In elektrophysiologischen Ableitungen blockierten sie zudem die 
TRPC5-Aktivierung nach Stimulation mit H+ (Abb. 3-25), was ebenfalls als direkte 
Aktivierung gilt (Semtner et al. 2007; Kim et al. 2008b). Da beide Inhibitoren diverse 
direkt aktivierende Mechanismen blockieren, erscheint es naheliegend, dass auch die 
beiden Inhibitoren direkt am oder in unmittelbarer Nähe zum Kanal wirken. 
 
4.4.1 Bimodale TRPC-Modulation 
Ausgehend von der Idee einer direkten Interaktion von B2 und B3 mit dem TRPC5-
Kanal könnte vermutet werden, dass die Adamantan-Gruppe des BTD ebenfalls mit 
dem Kanal wechselwirkt. Falls die Adamantane direkt an den Kanal binden, könnte es 
aufgrund der gegenteiligen Wirkung von BTD und B2/B3 zu einer Kompetition um die 
Bindestelle kommen. Solch ein Nachweis wäre ein starkes Indiz für das 
Vorhandensein einer Bindestelle am TRPC5-Kanal. 
Der Versuchsaufbau sah vor, dass HEKTRPC5-Zellen mit maximal inhibitorischen 
Konzentrationen von B2 oder B3 vorbehandelt wurden. Anschließend sollte die 
Inhibition durch eine maximal sättigende Konzentration von BTD überwunden werden. 
Fünf Minuten nach Zugabe von 10 µM BTD zu den mit 20 µM B3 vorbehandelten 
HEKTRPC5-Zellen zeigten alle ein persistierendes und in der Stärke für BTD typisches 
Ca2+-Signal (Abb. 3-32A). Der Verdacht eines kompetitiven Antagonismus wurde nach 
Methode von Heinz Otto Schild untersucht (Schild 1949, Übersichtsartikel: Wyllie & 
Chen 2007). Dazu wurden verschiedene Festkonzentrationen von B3 vorgelegt und 
anschließend Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von BTD erstellt (Abb. 3-32C, 
D I S K U S S I O N 
100 
D). Die Folge sollte eine Rechtsverschiebung der EC50 sein, die ins Verhältnis zur 
unbehandelten Kontrolle gesetzt und in doppelt logarithmischer Skalierung gegen die 
Inhibitorkonzentration aufgetragen wird. Besitzt die Regressionsgerade den Anstieg 
eins und bleibt während aller Messungen die Maximalantwort der Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung annähernd konstant, dann kann von einem kompetitiven 
Antagonismus ausgegangen werden (Wyllie & Chen 2007). Beides war nicht der Fall 
(Abb. 3-32B, C). Der Anstieg der Regression betrug 0,65 und der lineare 
Zusammenhang der Daten war schwach (R2 = 0,75), womit ein rein kompetitiver 
Antagonismus von B3 und BTD nahezu ausgeschlossen ist.  
Für B2 wurde das gleiche Experiment durchgeführt (Abb. 3-33). Nach Vorlage von 
10 µM B2 genügten 10 µM BTD diesmal nicht, um in HEKTRPC5-Zellen die [Ca2+]i 
während Einzelzell-Ca2+-Messungen zu steigern. Die Schild-Analyse ergab 
überraschenderweise eine Linksverschiebung der EC50 von BTD für die nanomolaren 
B2-Konzentrationen (Abb. 3-33B). Dies entspräche einer Potenzierung der BTD-
induzierten Kanalaktivierung, die sich in einer Schild-Analyse nicht darstellen lässt. 
Daher wurde der Datensatz mit einer Parabelfunktion gefittet, die als Maximum der 
Linksverschiebung eine B2-Konzentration von 500 nM ausgab (Abb. 3-33C). Der 
Antagonismus von B2 ist demnach ebenfalls nicht kompetitiv. Zudem bewirkten 
500 nM B2 keine Verschiebung der EC50-Werte der anderen TRPC5-Aktivatoren 
Englerin A und Methylprednisolon (Abb. 3-33D). Der potenzierende Effekt von B2 
scheint damit vorerst auf BTD beschränkt zu sein. 
Um die Art der Interaktion näher zu untersuchen, wurde der Anstieg der 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Hill-Koeffizient) herangezogen (Tab. 3-5). Der 
Hill-Koeffizient kann als Maß für Kooperativität Aufschluss über das Verhalten der 
Verbindung geben. Kooperatität tritt häufig bei oligomeren Proteinen auf. Ein 
klassisches Beispiel ist die Bindung von Sauerstoff an Hämoglobin. Unter der 
Annahme, dass jede Untereinheit über eine eigene Ligandenbindestelle verfügt, 
erleichtert die Bindung eines Liganden an einer Untereinheit bei hoher Kooperativität 
die Bindung eines weiteren an den benachbarten Untereinheiten. Bei beiden Blockern 
nimmt die Kooperativität nach BTD-Stimulation mit steigender Inhibitorkonzentration 
zu (Tab. 3-5). Dem Antagonismus liegt zwar keine Kompetition zu Grunde, jedoch 
scheint es kooperative Effekte zwischen den Inhibitoren und BTD zu geben.  
Um die Potenzierung der BTD-induzierten TRPC5-Aktivierung durch 500 nM B2 zu 
untersuchen, wurden HEKTRPC5-Zellen in elektrophysiologischen Ableitungen mit 1 µM 
BTD (entspricht in etwa der EC50) stimuliert. Die resultierende TRPC5-
Kanalaktivierung war zwar signifikant, aber nicht maximal. Parallele Messungen mit 
einer Mischung aus 1 µM BTD und 500 nM B2 steigerte die mittlere Stromdichte im 
Vergleich um mehr als Faktor zwei (Abb. 3-34). Weiterführende Versuche machten 
D I S K U S S I O N 
101 
deutlich, dass 500 nM B2 allein genügten, um TRPC5-Kanäle zu aktivieren. Mit bis zu 
fünf Minuten dauerte es jedoch ungewöhnlich lange, ehe sich die maximale 
Stromdichte einstellte. Auch B3 führte bei 500 nM eine signifikante, aber deutlich 
schwächer ausgeprägte TRPC5-Kanalaktivierung in HEKTRPC5-Zellen herbei, die noch 
mehr Zeit bis zur Ausbildung des Plateaus benötigte. Folglich können die beiden 
Adamantanverbindungen B2 und B3 in nanomolaren Konzentrationen TRPC5-Kanäle 
aktivieren und wirken damit als bimodale TRPC5-Kanalmodulatoren. 
Um die Grenze zwischen aktivierender und inhibierender Wirkung zu eruieren, 
wurde in der Folge für B2 durch Ganzzellableitungen eine weitere Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung erstellt (Abb. 3-34C). 0,5 µM B2 löste in allen Zellen eine TRPC5-
Kanalaktivierung aus. Bereits bei 0,6 µM B2 konnten die untersuchten Zellen in zwei 
unterscheidbare Populationen mit verschieden stark ausgeprägter Aktivierung 
getrennt werden. Nach Stimulation mit 1 µM B2 war eine deutliche Trennung der zwei 
Gruppen sichtbar. Bei noch höheren Konzentrationen kam es zu keiner TRPC5-
Kanalaktivierung mehr. Über alle erhobenen Datenpunkte konnten zwei Fits, ein 
aktivierender und ein inaktivierender, berechnet werden. Beide Kurven schneiden sich 
bei 0,51 µM. Für B2 wurde somit ein ausgeprägtes bimodales Verhalten 
nachgewiesen, welches es zuließ, dass die TRPC5-Kanäle in den HEKTRPC5-Zellen 
allein durch einen Konzentrationswechsel von B2 aktiviert oder inhibiert werden 
konnten (Abb. 3-34E).  
Bimodal wirkende Kanalmodulatoren waren bislang vor allem bei TRPA1 bekannt. 
Apomorphin, Zimtaldehyd, Campher, Lidocain und Menthol sind beschriebene 
TRPA1-Aktivatoren, die in höheren Konzentrationen inhibitorische Effekte entfalten 
(Karashima et al. 2007; Talavera et al. 2009; Alpizar et al. 2013; Schulze et al. 2013). 
Der Wechsel zwischen aktivierend und inhibierend kann dabei nur eine geringe 
Konzentrationsdifferenz betragen wie beispielsweise bei Menthol (IC50 = 56 µM, 
EC50 = 95 µM; Karashima et al. 2007). Auch der vermeintlich selektive TRPC4- und 
TRPC5-Aktivator Englerin A zeigt außerhalb der TRPC-Familie bimodale Effekte. 
Einstellige µM-Konzentrationen wirken schwach inhibitorisch auf TRPA1, TRPV3, 
TRPV4, und TRPM8-Kanäle. Jenseits 30 µM wurden jedoch auch schwache 
aktivierende Effekte beobachtet (Carson et al. 2015). Für TRPC5-Kanäle waren bisher 
nur La3+ und Gd3+ als bimodale Modulatoren bekannt (Jung et al. 2003). Der überaus 
scharfe Wechsel zwischen Aktivierung und Inhibition ist jedoch ausgesprochen 
ungewöhnlich. 
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4.4.2 Wechselwirkungen von Adamantanen und Ca2+  
Bei der Untersuchung der Selektivität zeigte sich, dass B2 auch die übrigen 
Vertreter der TRPC-Familie inhibierte, wenn auch mit niedrigerer Potenz (Abb. 3-26). 
Darüber hinaus löste B2 mit einer mittleren EC50 von 40 µM in allen Zelllinien inklusive 
parentaler HEK293-Zellen ein transientes Ca2+-Signal unbekannten Ursprungs aus 
(Abb. 3-26, Abb. 3-27). Wurden die intrazellulären Ca2+-Speicher vor Versuchsbeginn 
mit Thapsigargin, einem selektiven Inhibitor der Calciumpumpe des 
sarcoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums (SERCA, Thastrup et al. 
1990; Lytton et al. 1991) entleert, blieb das Ca2+-Signal aus. B2-Konzentrationen im 
Bereich um 40 µM sind demnach in der Lage, Ca2+ aus dem ER freizusetzen. 
Eine mögliche Ursache der Ca2+-Freisetzung aus den ER-Speichern könnte eine 
Interaktion von B2 mit dem σ1-Rezeptor sein. Es wurden bereits sowohl 
Adamantanverbindungen, als auch TRPC5-Inhibitoren als σ1-Rezeptormodulatoren 
beschrieben (Peeters et al. 2004; Amer et al. 2013). Bei σ1-Rezeptoren handelt es sich 
um ligandengesteuerte Rezeptorchaperone, die in der ER-Membran nahe den 
Mitochondrien lokalisiert sind (Hayashi & Su 2007). Sie regulieren den Ca2+-Haushalt 
des ER und Mitochondriums, indem sie mit dem IP3-Rezeptor wechselwirken oder 
durch Interaktion mit STIM1 die Bildung des CRAC-Kanals beeinträchtigen (Hayashi 
& Su 2001; Srivats et al. 2016). Sie sind ubiquitär verbreitet und kommen auch in 
HEK293-Zellen endogen zur Expression (Amer et al. 2013), was den oben 
beschriebenen Effekt von B2 erklären kann. Neben seinen Wirkungen auf TRPC-
Kanäle deuten die Ergebnisse für B2 zudem einen σ1-Rezeptoragonismus an.  
Das Selektivitätsprofil von B3 zeigte wiederum nur für TRPC5- und TRPC4-Kanäle 
eine signifikante Inhibition (Abb. 3-28). Im Gegensatz zu B2 führte die alleinige 
Stimulation mit B3 nur in wenigen TRP-Zelllinien zu einer Ca2+-Freisetzung (TRPA1, 
TRPM2 und TRPV1), welche nach Entleerung der Ca2+-Speicher abermals ausblieb 
(Abb. 3-29). In parentalen HEK293-Zellen war kein von der B3-Konzentration 
abhängiger Unterschied der [Ca2+]i zu beobachten. Ein Grund für die verminderte 
Aktivität der TRPA1- und TRPM2-Kanäle nach Speicherentleerung und B3-Simulation 
könnte die Tatsache sein, dass deren Aktivität durch die intrazellulären Ca2+-Level 
reguliert wird (Tong et al. 2006; Wang et al. 2008). Die vorangegangene Entleerung 
der ER-Speicher bewirkt ein transientes Ca2+-Signal im Cytosol, das eine 
nachträgliche B3-Stimulation abschwächt. Da parentale HEK293-Zellen nicht betroffen 
waren, wird für B3 kein relevanter σ1-Rezeptoragonismus angenommen. 
Überraschenderweise führte eine B3-Stimulation in HEKTRPC5-Zellen, deren Ca2+-
Speicher zuvor durch Thapsigargin entleert wurden, zu einem Ca2+-Signal im Cytosol. 
Dessen Stärke war von der B3-Konzentration abhängig und nicht durch Clemizol 
inhibierbar. Wurde im Anschluss ein beliebiger TRPC5-Aktivator hinzugegeben, so 
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verhielt sich B3 wiederum wie ein TRPC5-Inhibitor (Abb. 3-30). Dieser B3-Effekt wurde 
in der stabilen HEKTRPC5-Zelllinie, wie auch in transient TRPC5-exprimierenden 
HEK293-Zellen mehrfach reproduziert und ist damit unabhängig vom Tetrazyklin-
Induktionssystem. Weder die HEKTRPC4-Zelllinie, noch transient mit TRPC4-
transfizierte HEK293-Zellen zeigten eine ähnliche Reaktion auf B3. Wurden die 
HEKTRPC5-Zellen nach Speicherentleerung in Ca2+-freien HBS-Puffer mit B3 stimuliert, 
fand keine Reaktion statt. Der Effekt tritt jedoch unmittelbar nach Recalcifizierung auf 
(Abb. 3-31). Damit ist nachgewiesen, dass B3 im Falle geleerter Ca2+-Speicher zu 
einer Aktivierung membranständiger TRPC5-Kanäle führt. Offen bleibt hingegen, wie 
der Befüllungszustand des ER diesen bimodalen Effekt von B3 reguliert. 
Ein Erklärungsansatz bildet die in der Literatur kontrovers diskutierte Interaktion von 
TRP-Kanälen mit dem CRAC-Kanal. Eine Entleerung der endoplasmatischen Ca2+-
Speicher initiiert normalerweise dessen Wiederbefüllung. Ermöglicht wird dies durch 
STIM1 und Orai, die zusammen einen Ca2+-permeablen Kanalkomplex, den CRAC-
Kanal bilden. STIM1 ist dabei in der ER-Membran lokalisiert und detektiert die Ca2+-
Konzentration. Ist sie zu niedrig, formt er mit Orai in der Plasmamembran den CRAC-
Kanal. (Übersichtsartikel: Derler et al. 2016).  
Bis zur Identifizierung von STIM1 und Orai als Hauptbestandteile des CRAC-Kanals 
(Roos et al. 2005; Zhang et al. 2006), wurden auch TRP-Kanäle als dessen 
Komponenten diskutiert. Interaktionen zwischen dem CRAC-Kanal und TRPC1-
Kanälen scheinen jedoch nachgewiesen (Übersichtsartikel: Ong & Ambudkar 2017). 
Sollte dies zutreffen, könnte STIM1 theoretisch an alle TRPC-Kanäle binden, denn die 
identifizierte Konsensussequenz aus zwei positiv geladenen Glutamat- oder 
Aspartatresten befindet sich hinter der TRP-Box und ist bei allen TRPC-Kanälen 
hochkonserviert (Zeng et al. 2008). Interaktionen des TRPC5-Kanals mit dem CRAC-
Kanal sollten daher nicht per se ausgeschlossen werden. In STIM1/Orai-
überexprimierenden HEK293-Zellen genügte eine alleinige Stimulation mit B3 
jedenfalls nicht, um den CRAC-Kanal zu aktivieren. Sollten den Ergebnissen mit B3 
tatsächlich eine Interaktion von CRAC und TRPC5 zu Grunde liegen, so könnte sie 
ähnlich komplex reguliert sein, wie die DAG-Sensitivität von TRPC5 und unter 
Umständen von der Koinzidenz mehrerer Faktoren abhängen. Weitere 
Untersuchungen müssen klären, ob an dieser Hypothese festgehalten werden kann. 
 
4.4.3 Wirkmechanismen von Adamantanverbindungen 
In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass B2 und B3 bimodale 
Eigenschaften in der Modulation des TRPC5-Kanals aufweisen. Um Hypothesen über 
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mögliche Wirkmechanismen zu formulieren, werden bereits zugelassene Adamantane 
näher betrachtet.  
Bereits in den 60er Jahren wurde Amantadin als erste Adamantanverbindung mit 
antiviralen Eigenschaften entdeckt (Jackson et al. 1963; Grunert et al. 1965). In der 
chemischen Struktur besteht es aus einem einfachen Amin, welches direkt an das 
Adamantangerüst substituiert wurde. Amantadin verhinderte die Freisetzung der 
viralen Nukleinsäuren des Influenza A-Virus in die Wirtszelle durch selektive Inhibition 
des M2-Ionenkanals der Virushülle (Pinto et al. 1992). Der M2-Kanal besteht aus vier 
Untereinheiten mit je einer Transmembrandomäne. Die Inhibition wird durch Bindung 
von Amantadin an den Aminosäuren Ser31 und Gly34 innerhalb der Pore vermittelt 
(van Nguyen et al. 2016). Mutationen in diesen beiden Aminosäuren führten in kurzer 
Zeit zur Resistenz und zum Bedeutungsverlust von Amantadin als Virostatikum. 
Später wurde die Wirkung von Amantadin und insbesondere seines doppelt 
methylierten Derivats Memantin als nicht-kompetitive NMDA-Rezeptorblocker 
entdeckt (Chen et al. 1992). Beide wirken als Offenkanalblocker, die wahrscheinlich 
tief in der Pore an der Phencyclidinbindestelle binden. Sie beschleunigen das 
Schließen des Kanals, wobei es zum sogenannten partial trapping kommen kann. Ein 
Teil der Adamantane bleibt in der Pore eingeschlossen und stabilisiert den 
geschlossenen Zustand. Durch spontane Freisetzung oder ausreichend starke 
Stimulation des Kanals ist diese Inhibition jedoch reversibel (Blanpied et al. 1997; 
Blanpied et al. 2005). Auch hier wird eine Bindung an negativ geladene Aminosäuren 
vermutet, da die Adamantane durch Zugabe von Cäsium aus der Bindung verdrängt 
werden können (Chen & Lipton 1997).  
Die inhibitorischen Effekte von B2 und B3 könnten daher ebenso auf eine Bindung 
innerhalb der Kanalpore von TRPC5 zurückzuführen sein. Die Porenschleife enthält 
zahlreiche polare Aminosäuren, die als Bindungspartner oder Donatoren für 
Wasserstoffbrücken in Frage kommen. Im mittleren und damit vermeintlich tiefst-
liegenden Teil der Porenschleife finden sich drei konservierte Serine (Ser566, Ser574 
und Ser578). Sie könnten ähnlich wie im Fall von Amantadin und dem M2-Kanal als 
Bindestelle dienen. In Analogie würde der Inhibition von TRPC5 durch B2 und B3 ein 
„Verstopfen“ der Kanalpore und des Ionenpermeationsweges zu Grunde liegen.  
In Bezug auf die Aktivierung sprechen einige Indizien für das Vorhandensein einer 
weiteren Bindestelle am TRPC5-Kanal abseits der Kanalpore. Da wäre zuerst die 
überaus scharfe und sich in Teilen überlappende Trennung von Aktivierung und 
Inhibition. Die aktivierende Komponente könnte eine höhere Affinität aufweisen, da die 
Aktivierung des Kanals bei niedrigeren Konzentrationen auftritt. Ein möglicher 
Angriffspunkt ist wiederum die CaMB-Domäne. Zum einen enthält sie sieben Serine, 
von denen sechs zwischen dem humanen und murinen TRPC5 identisch sind (s. 
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Anhang 6.3). Beide Orthologe können durch B2 aktiviert werden (Abb. 3-34, Abb. 
3-35). Zudem fehlt eine CaMB in TRPC4-Kanälen, wodurch erklärbar wäre, warum es 
zwar eine B2-vermittelte Inhibition, aber keine Aktivierung gibt (Abb. 3-26B, Abb. 
3-35A-B). Letztlich könnte die zuvor nötige Verdrängung von inhibitorischem 
Calmodulin aus der CaMB-Bindestelle unter Umständen die verhältnismäßig langsam 
einsetzende Wirkung von B2 erklären.  
 
4.4.4 Eine neue Rolle von TRPC5 in neurodegenerativen Erkrankungen? 
Nach der Charakterisierung von B2 und B3 wurden die bereits erwähnten 
zugelassenen Adamantanverbindungen Amantadin, Memantin und Rimantadin 
hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur TRPC5-Modulation untersucht (Abb. 3-37). In 
fluorometrischen Ca2+-Messungen konnte keine der Verbindungen eine BTD-
induzierte TRPC5-Aktivierung inhibieren (Abb. 3-37). Auch die Selektivitätsprofile 
zeigten innerhalb der TRPC-Familie keine Auffälligkeiten (Abb. 3-38). Alle drei 
Verbindungen konnten jedoch in elektrophysiologischen Messungen bei einer 
Konzentration von 0,5 µM eine signifikante Zunahme der Stromdichte in HEKTRPC5-
Zellen herbeiführen. Rimantadin hatte dabei den schwächsten Effekt, gefolgt von 
Memantin (Abb. 3-39). Die Zunahme der Stromdichte war nach Zugabe von Amantadin 
am stärksten und in der Intensität vergleichbar mit 10 µM BTD oder 50 µM Riluzol 
(Abb. 3-40). Sie war zudem durch Auswaschen reversibel und durch den TRPC5-
Inhibitor Clemizol blockierbar. Auch humane TRPC5-Kanäle ließen sich aktivieren, 
während TRPC4-exprimierende Zellen keine Reaktion zeigten. Amantadin zählt damit 
zu den derzeit potentesten TRPC5-selektiven Aktivatoren und zeigt keine 
inhibitorischen Eigenschaften. 
Derzeit wird Amantadin vor allem in der Parkinson-Therapie eigesetzt. Morbus 
Parkinson ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der dopaminproduzierende 
Neurone der Substantia nigra im Mittelhirn zu Grunde gehen. Ihre Projektionsgebiete 
liegen in den Basalganglien, wo durch den folgenden Dopaminmangel die 
extrapyramidale Motorik gestört wird. Dies äußert sich vor allem in verlangsamten 
Bewegungen (Bradykinese) bis hin zu Bewegungslosigkeit (Akinese) und kann 
zusätzlich Muskelzittern (Tremor), Muskelstarre (Rigor) oder eine instabile 
Körperhaltung zur Folge haben. In den späten sechziger Jahren erhielt eine 
Parkinsonpatientin zufällig Amantadin zur Grippeprophylaxe und bemerkte eine 
Besserung ihrer allgemeinen Symptomatik (Schwab et al. 1969). Der zu Grunde 
liegende Mechanismus ist jedoch noch immer nicht abschließend geklärt. Fest steht, 
dass Amantadin in den Dopaminhaushalt eingreift. Eine amantadinvermittelte direkte 
Dopaminfreisetzung konnte jedoch nicht eindeutig belegt werden (Voigtlander & Moore 
1971; Jackisch et al. 1992). Allerdings steigert es die Expression von D2-Rezeptoren 
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in Ratten und Menschen (Moresco et al. 2002; Rogóz et al. 2003). Die fünf bekannten 
Dopaminrezeptoren (D1-D5) zählen zu den GPCR, die entweder über Gαs (D1 und D5) 
oder Gαi (D2-D4) die cAMP-Spiegel der Zielzelle regulieren. Die höchste Abundanz 
zeigen D1 und D2, die wiederum nach vorherrschender Meinung nicht direkt durch 
Amantadin moduliert werden können (Übersichtsartikel: Wanka et al. 2013). Daher 
werden vor allem indirekte Effekte wie ein partieller NMDA-Rezeptorblock oder σ1-
Rezeptoragonismus als Ursache der Amantadinwirkung diskutiert.  
TRPC5-Kanäle können hingegen durchaus mit D2-Rezeptoren über eine Domäne 
C-terminal der CIRB-Bindestelle wechselwirken (Hannan et al. 2008). Die 
physiologische Bedeutung dieser Interaktion ist derzeit noch unbekannt. Gαi-
Untereinheiten, die beispielsweise in Folge einer D2-Stimulation freiwerden, können 
TRPC5-Kanäle direkt aktivieren (Jeon et al. 2012). Zudem wurden D1D2-Heteromere 
beschrieben, die ihre Wirkung über Gq und den PLC-Pfad vermitteln (Lee et al. 2004; 
Rashid et al. 2007), den klassischen Weg der TRPC-Aktivierung. Eine Beteiligung von 
TRPC-Kanälen an physiologischen Funktionen dopaminerger Neurone wurde bereits 
mehrfach nachgewiesen (Bengtson et al. 2004; Kim et al. 2007), konnte aufgrund 
fehlender pharmakologischer Werkzeuge jedoch nicht auf bestimmte Vertreter 
eingegrenzt werden. Unstrittig ist, dass TRPC5 in den Hirnarealen mit dopaminergen 
Neuronen und hoher D2-Expression (Substantia nigra und Basalganglien) exprimiert 
wird (March et al. 2006; Chung et al. 2007). Eine Wechselwirkung von TRPC5 mit dem 
dopaminergen System erscheint daher möglich.  
Es stellt sich die Frage, ob eine gezielte TRPC5-Modulation in der Parkinson-
Therapie von Vorteil sein kann. Bislang sind nur wenige TRP-Kanäle direkt mit 
schweren Pathologien assoziiert worden. Dazu gehört TRPV4, der bei gestörter 
Funktion zu diversen Knochenfehlbildungen führen kann (Nishimura et al. 2012). 
Mutationen im endosomal exprimierten TRPML1-Kanal konnten mit der 
neurodegenerativen Mucolipidose Typ IV assoziiert werden (Bassi et al. 2000; Sun et 
al. 2000). Innerhalb der TRPC-Familie führen zahlreiche gain-of-function Mutationen 
in TRPC6 zur fokal segmentalen Glomerolusklerose (FSGS), einer fortschreitenden 
Destruktion des Nierengewebes mit vermehrter Eiweißausscheidung. 
(Übersichtsartikel: Mukerji et al. 2007). Mögliche Zusammenhänge mit weiteren 
Pathologien werden für zahlreiche TRP-Kanäle diskutiert (Übersichtsartikel: Nilius & 
Owsianik 2010; Kaneko & Szallasi 2014).  
Für TRPC5 mit seiner vornehmlich zentralnervösen Expression standen oft 
neuronale Veränderungen im Fokus. Verhaltensauffälligkeiten oder morphologisch 
sichtbare Fehlbildungen zeigen TRPC5-KO Mäuse jedoch nicht (Riccio et al. 2009). 
Die Unterschiede sind zudem subtil: Sie sind etwas schlechter in bestimmten Lern- 
und Gedächtnisübungen (Bröker-Lai et al. 2017) und zeigen eine leicht verminderte 
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Reproduktivität (Beck et al. 2017; Blum et al. 2018). Der älteste und am häufigsten 
zitierte Befund beschreibt ein geringfügig vermindertes Furcht- und Angstverhalten 
(Riccio et al. 2009), was jedoch mittlerweile in Teilen hinterfragt wird (Bröker-Lai et al. 
2017). Dennoch setzen viele pharmakologische Studien am Angstverhalten an: Mit 
Pico145 wurde unlängst der erste Inhibitor vorgestellt, der im niedrigen nM-Bereich 
TRPC5-Kanäle hemmen kann. TRPC4-Kanäle werden sogar im niedrigen pM-Bereich 
inhibiert, mit distinkten Abstufungen für Heteromerkombinationen mit TRPC1 (Rubaiy 
et al. 2017). HC-070, ein Derivat von Pico145 mit nahezu identischen Eigenschaften, 
konnte nach oraler Gabe in Mäusen anxiolytische Effekte hervorrufen und blieb 
darüber hinaus vorerst ohne erkennbare Nebenwirkungen (Just et al. 2018). Nicht 
zuletzt deshalb werden zurzeit große Hoffnungen in diese beiden Verbindungen (Chen 
et al. 2017a) gesetzt. Dabei ist nach wie vor ungeklärt, wie stark TRPC5-assoziiert 
Angst- oder depressive Zustände tatsächlich sind und wie effektiv sie durch TRPC5-
Modulatoren behandelbar sind. 
Abseits der psycho-emotionalen Denkmuster stellten Puram und Kollegen 
interessante Ergebnisse vor: Ihre TRPC5-KO-Maus zeigte eine beeinträchtigte 
Motorkoordination. Beim Balancieren auf einer schmalen Leiste hatten Knockout-Tiere 
eine höhere Fehltrittrate als Wildtypen und zeigten eine signifikant verkürzte 
Schrittlänge bei gleichzeitig höherer Schrittfrequenz (Puram et al. 2011). Dies sind 
zugleich typische Symptome von Parkinson. Die Konzentrationen, die bei gängiger 
Amantadintherapie im menschlichen Hirngewebe (48-386 µM) und im Liquor 
cerebrospinalis (17 µM) erreicht werden (Kornhuber et al. 1995), würden für eine 
TRPC5-Aktivierung genügen. Ob ein Teil der Amantadin-Wirkung tatsächlich auf 
einem TRPC5-Agonismus beruht, werden weitere Experimente zeigen müssen. Falls 





Screenings von Wirkstoffbibliotheken im Hoch- oder Medium-Durchsatzverfahren 
sind eine etablierte Methode zur Identifikation neuer Modulatoren diverser zellulärer 
Zielstrukturen. Nahezu alle derzeit verfügbaren TRPC5-Modulatoren wurden im 
Rahmen solcher Screenings beschrieben (Majeed et al. 2011b; Miller et al. 2011; 
Richter et al. 2014a, 2014b; Zhu et al. 2015; Naylor et al. 2016). Unserer Arbeitsgruppe 
stehen mehrere Substanzbibliotheken zur Verfügung. Mit annähernd 17.000 
Verbindungen ist die ChemBioNet darunter die größte und chemisch diverseste 
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(Lisurek et al. 2010). Aus ihr wurden die hier vorgestellten TRPC5-modulierenden 
Verbindungen identifiziert.  
Dass noch während der Validierungs- und Entstehungsphase dieser Arbeit weitere 
TRPC5-Modulatoren mit zum Teil deutlich höherer Potenz veröffentlicht wurden 
(Englerin A: Akbulut et al. 2015, Pico145: Rubaiy et al. 2017, HC-070: Just et al. 2018), 
zeigt den nach wie vor großen Bedarf an weiteren effektiven und selektiven TRP-
Kanalmodulatoren. Um zukünftig ähnlich potente Verbindungen identifizieren zu 
können, wäre eine Verdünnung der bisherigen Finalkonzentration der 
Substanzbibliotheken von 20 µM in den nanomolaren Bereich zu erwägen. Andernfalls 
steht zu befürchten, dass hochpotente Verbindungen, vielleicht auch mit bimodaler 
Wirkung, wie die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Adamantanaktivatoren, 
zukünftig als falsch-negativ übersehen werden. 
Unabhängig davon konnten und können die in dieser Arbeit vorgestellten TRPC5-
Modulatoren zum Verständnis des TRPC5-Kanals beitragen. Das Wissen über die 
Modulierbarkeit von TRPC5-Kanälen durch Steroide und steroidähnliche Substanzen 
wurde durch die Beschreibung von Methylprednisolon und Prednisolon als erste 
positiv-modulierende Verbindungen dieser Stoffklasse um eine interessante Facette 
erweitert. Da es sich bei Methylprednisolon um ein gut verträgliches Medikament mit 
jahrzehntelanger anwendungsorientierter Erfahrung handelt, wird es trotz moderater 
Potenz zum ersten leicht verfügbaren und gebrauchsfertigen TRPC5-Aktivator mit 
potenziell vielfältigen Einsatzmöglichkeiten. 
Das Benzothiadiazinderivat BTD wurde zum Zeitpunkt seiner Veröffentlichung nach 
Englerin A zum zweitpotentesten TRPC5-Kanalaktivator und besitzt die derzeit 
höchste Selektivität innerhalb der TRPC-Familie. Mehrere Arbeitsgruppen, die an der 
Erforschung von TRPC5 arbeiten, konnten mit Proben von BTD versorgt werden, was 
hoffentlich zur weiteren Aufklärung physiologisch relevanter TRPC5-Funktionen 
beiträgt. Seine Spezifität für den murinen TRPC5-Kanal mag zwar einer Anwendung 
im Menschen entgegentreten, macht es im tierexperimentellen Kontext jedoch zur 
wertvollen Ergänzung.  
Mit B2 und B3 wurden die Prototypen einer neuen Stoffklasse mit TRPC5-
modulierenden Eigenschaften vorgestellt. In Analogie zu den Steroiden verdichten sich 
durch die vorgestellten Experimente die Hinweise auf eine Adamantanbindestelle am 
TRPC5-Kanal. Über deren mögliche physiologische Funktion kann zum 
gegenwärtigen Zeitpunkt jedoch nur spekuliert werden. Von besonderem Interesse 
dürfte die Wirkung des Parkinsonmedikaments Amantadin sein, welches im Rahmen 
seiner therapeutischen Anwendung als TRPC5-Aktivator agieren kann. Aufgrund des 
noch immer ungeklärten Wirkmechanismus von Amantadin wurde die Möglichkeit 
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6.1 Tabellen der p-Werte 
In dieser Arbeit wurden an zahlreichen Stellen statistische Testverfahren 
angewendet, um das Vorhandensein von Unterschieden zwischen zwei oder mehreren 
Versuchsgruppen in Folge der Behandlung mit den hier dargestellten chemischen 
Verbindungen zu beurteilen. Für die Begründung zur Verwendung der Testverfahren 
siehe Abschnitt 2.6. Lieferte eine ANOVA ein signifikantes Ergebnis, folgte stets ein 
post-hoc-Test, bei dem unter α-Fehlerkorrektur die Signifikanz eingegrenzt wurde. 
Hier werden im Detail die Wahrscheinlichkeitswerte (p-Werte) vorgestellt, die in den 
einzelnen Tests ermittelt wurden. Sie wurden auf drei Stellen nach dem Komma 
gerundet. Ein p-Wert < 0,05 wurde dabei als statistisch signifikant eingestuft. In der 
Regel wurde dies in der jeweiligen Abbildung mit Hilfe eines Sterns (*) kenntlich 
gemacht. Wurde auf dem Datensatz der Experimente ein zweites Testverfahren 
angewendet, oder erreichte ein weiterer Vergleich das Signifikanzniveau, so wurde 
dies durch ein zweites, gleichwertiges Symbol markiert (#).  
Tab. 6-1: Zusammenfassung der p-Werte aller statistischen Analysen der vorliegenden Arbeit. 
Angegeben sind die Abbildungsnummern, in denen statistische Testverfahren angewendet wurden, auf 
welchen Vergleich sie sich beziehen, der Stichprobenumfang n, der verwendete Signifikanz-test, der 
ermittelte p-Wert und die Einschätzung der Signifikanz. * / # repräsentieren einen p-Wert < 0.05, 
n.s. = nicht signifikant 






ANOVA mit wiederholten Messungen 0,005 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,015 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,016 * 





ANOVA mit wiederholten Messungen 0,007 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,004 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,001 * 









Ein-Stichproben-t-Test 0,007 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,439 n.s. 
TRPC4 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,048 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,102 n.s. 
TRPC6 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,096 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,379 n.s. 











Ein-Stichproben-t-Test 0,022 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,328 n.s. 
TRPA1 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,004 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,924 n.s. 
TRPM2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,671 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,814 n.s. 
TRPM3 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,574 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,880 n.s. 
TRPM8 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,505 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,604 n.s. 
TRPV1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,019 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,987 n.s. 
TRPV2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,595 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,779 n.s. 
TRPV3 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,261 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,808 n.s. 
TRPV4 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,878 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,824 n.s. 
Abb. 3-13B 
ES 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,003 * 
Tukey: (1) vs. (2) 1,8∙10-5 * 
Tukey: (2) vs. (3) 4,7∙10-5 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,821 n.s. 
AS 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 6,1∙10-5 * 
Tukey: (1) vs. (2) 1,3∙10-8 * 
Tukey: (2) vs. (3) 2,4∙10-7 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,238 n.s. 
Abb. 3-14C 
ES 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,007 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,998 n.s. 
Tukey: (2) vs. (3) 2,0∙10-5 * 
Tukey: (1) vs. (3) 1,8∙10-5 * 
AS 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,009 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,985 n.s. 
Tukey: (2) vs. (3) 4,5∙10-5 * 
Tukey: (1) vs. (3) 3,6∙10-5 * 
Abb. 3-15M 
TRPC3 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,599 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,241 n.s. 
TRPC4 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,097 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,951 n.s. 
TRPC6 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,933 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,831 n.s. 
TRPC7 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,103 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,822 n.s. 
TRPA1 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,115 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,599 n.s. 
TRPM2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,026 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,011 # 
TRPM3 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,528 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,766 n.s. 
TRPM8 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,264 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,629 n.s. 
TRPV1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,075 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,067 n.s. 
TRPV2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,667 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,921 n.s. 
TRPV3 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,151 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,960 n.s. 
TRPV4 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,116 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,967 n.s. 
A P P E N D I X 
c 
Abb. 3-17A ES 
7 
t-Test für 2 verbundene Stichproben 0,001 * 
AS t-Test für 2 verbundene Stichproben 0,004 * 
Abb. 3-17B 
ES 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,022 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,981 n.s. 
Tukey: (2) vs. (3) 0,007 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,005 * 
AS 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,006 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,953 n.s. 
Tukey: (2) vs. (3) 3,7∙10-4 * 
Tukey: (1) vs. (3) 2,3∙10-4 * 
Abb. 3-17C ES 
7 
t-Test für 2 verbundene Stichproben 0,001 * 
AS t-Test für 2 verbundene Stichproben 7,2∙10-4 * 
Tab. 3-3 RI 
3-7 ANOVA mit wiederholten Messungen 0,001 * 
3-7 Tukey: C4 vs. C5 (EA) 0,044 * 
7 Tukey: C5 vs. C4:C5 (BTD) 9,5∙10-4 * 
Abb. 3-18 
Alle 6 ANOVA 0 * 
Tet- 6 ANOVA 0,342 n.s. 
Tet+ 6 
ANOVA 1,6∙10-11 * 
Dunnett’s Test: Ctrl vs  10 µM 0 * 
Dunnett’s Test: Ctrl vs    3 µM 6,6∙10-14 * 
Dunnett’s Test: Ctrl vs    1 µM 6,0∙10-7 * 
Dunnett’s Test: Ctrl vs 0,3 µM 0,07 n.s. 




Zwei-Stichproben t-Test (10 µM) + Bonf.-Korr 2,2∙10-6 * 
Zwei-Stichproben t-Test (3 µM) + Bonf.-Korr 6,8∙10-7 * 
Zwei-Stichproben t-Test (1 µM) + Bonf.-Korr 0,013 n.s. 
Abb. 3-19B 
Cyt 8 
ANOVA mit wiederholten Messungen 5,3∙10-8 * 
Dunnett’s Test: basal vs BTD 0,203 n.s. 
Dunnett’s Test: basal vs PMA 2,9∙10-4 * 
PM 8 
ANOVA mit wiederholten Messungen 5,3∙10-8 * 
Dunnett’s Test: basal vs BTD 0,840 n.s. 
Dunnett’s Test: basal vs PMA 3,1∙10-7 * 
Abb. 3-20B nPo 7 t-Test für 2 verbundene Stichproben 3,5∙10-4 * 
Abb. 3-21B [Ca2+]i  7 t-Test für 2 verbundene Stichproben 1,3∙10-4 * 
Abb. 3-21D 
ES 5 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,025 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,043 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,132 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,732 n.s. 
AS 5 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,017 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,002 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,009 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,604 n.s. 
Abb. 3-21F [Ca2+]i 5 t-Test für 2 verbundene Stichproben 0,029 * 
Abb. 3-21H 
ES 5 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,027 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,030 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,075 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,816 n.s. 
AS 5 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,007 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,045 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,105 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,836 n.s. 
Abb. 3-22B 
[Ca2+]i 3 ANOVA mit wiederholten Messungen (10 µM) 0,201 n.s. 
[Ca2+]i 3 
ANOVA mit wiederholten Messungen (50 µM) 0,019 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,028 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,033 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,981 n.s. 
Abb. 3-22D ES 5 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,006 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,003 * 
A P P E N D I X 
d 
Tukey: (2) vs. (3) 0,004 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,905 n.s. 
AS 5 ANOVA mit wiederholten Messungen 0,162 n.s. 
Abb. 3-22F 
ES 5 
ANOVA 0,054 n.s. 
Tukey: (1) vs. (2) 0,186 n.s. 
Tukey: (2) vs. (3) 0,719 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,050 * 
AS 5 
ANOVA 0,023 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,029 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,928 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,055 n.s. 
Abb. 3-23B [Ca2+]i 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,049 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,031 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,022 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,975 n.s. 
Abb. 3-23D 
ES 6 t-test für 2 verbundene Stichproben 0,017 * 
AS 6 t-test für 2 verbundene Stichproben 0,014 * 
Abb. 3-25D 
ES 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 1 0,001 * 
Tukey: (1) vs. (2) 3,5∙10-6 * 
Tukey: (2) vs. (3) 6,6∙10-6 * 
Tukey: (3) vs. (4) 0,008 * 
Tukey: (2) vs. (4) 0,058 n.s. 
AS 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 1 0,019 * 
Tukey: (1) vs. (2) 7,0∙10-8 * 
Tukey: (2) vs. (3) 7,6∙10-7 * 
Tukey: (3) vs. (4) 7,8∙10-7 * 
Tukey: (2) vs. (4) 0,861 n.s. 
Abb. 3-25H 
ES 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 1 0,001 * 
Tukey: (1) vs. (2) 1,1∙10-6 * 
Tukey: (2) vs. (3) 2,6∙10-5 * 
Tukey: (3) vs. (4) 4,0∙10-4 * 
Tukey: (2) vs. (4) 0,801 n.s. 
AS 7 
ANOVA mit wiederholten Messungen 1 0,038 * 
Tukey: (1) vs. (2) 2,4∙10-8 * 
Tukey: (2) vs. (3) 2,7∙10-5 * 
Tukey: (3) vs. (4) 5,8∙10-5 * 
Tukey: (2) vs. (4) 0,998 n.s. 
Abb. 3-26I 
TRPC3 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,007 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,495 n.s. 
TRPC4 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,003 * 
Zwei-Stichproben t-Test 5,7∙10-4 # 
TRPC6 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,098 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,163 n.s. 
TRPC7 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,024 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,051 n.s. 
TRPA1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,015 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,271 n.s. 
TRPM2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,062 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,537 n.s. 
TRPM3 4 
Ein-Stichproben-t-Test 7,3∙10-4 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,884 n.s. 
TRPV1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,043 * 







Ein-Stichproben-t-Test 0,558 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,500 n.s. 
TRPC4 4 
Ein-Stichproben-t-Test 2,3∙10-4 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,006 # 
TRPC6 4 Ein-Stichproben-t-Test 0,123 n.s. 










Zwei-Stichproben t-Test 0,444 n.s. 
TRPC7 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,453 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,757 n.s. 
TRPA1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,225 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,995 n.s. 
TRPM2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,076 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,905 n.s. 
TRPM3 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,256 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,426 n.s. 
TRPV1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,031 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,396 n.s. 
Abb. 3-29B [Ca2+]i 3 Zwei-Stichproben t-Test 0,004 * 
Abb. 3-33D EC50 5 
Ein-Stichproben-t-Test (BTD) 0,003 * 
Ein-Stichproben-t-Test (EA) 0,252 n.s. 
Ein-Stichproben-t-Test (Mpred) 0,474 n.s. 
Abb. 3-34B 
ES 7 
ANOVA 1 5,2∙10-4 * 
Tukey: Baseline vs. (1) 3,6∙10-4 * 
Tukey: Baseline vs. (2) 0,006 * 
Tukey: Baseline vs. (3) 0,006 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,028 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,797 n.s. 
AS 7 
ANOVA 1 0,058 n.s. 
Tukey: Baseline vs. (1) 0,006 * 
Tukey: Baseline vs. (2) 0,003 * 
Tukey: Baseline vs. (3) 0,019 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,101 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,993 n.s. 
Abb. 3-34F 
ES 7 
ANOVA 1 0,012 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,012 * 
Tukey: (1) vs. (3) 1,000 n.s. 
Tukey: (1) vs. (4) 1,000 n.s. 
AS 7 
ANOVA 1 0,009 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,009 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,999 n.s. 
Tukey: (1) vs. (4) 0,999 n.s. 
Abb. 3-34H 
ES 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,011 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,010 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,038 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,704 n.s. 
AS 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,136 n.s. 
Tukey: (1) vs. (2) 0,022 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,332 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,238 n.s. 
Abb. 3-35B 
ES 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,161 n.s. 
Tukey: (1) vs. (2) 0,032 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,022 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,968 n.s. 
AS 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,031 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,020 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,470 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,003 * 
Abb. 3-35D 
ES 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,025 * 
Tukey: (1) vs. (2) 8,6∙10-4 * 
Tukey: (2) vs. (3) 9,9∙10-4 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,995 n.s. 
AS 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,007 n.s. 
Tukey: (1) vs. (2) 0,014 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,283 n.s. 
A P P E N D I X 
f 
Tukey: (1) vs. (3) 0,190 n.s. 
Abb. 3-35F [Ca2+]i 50 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,001 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,005 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,009 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,728 n.s. 
Abb. 3-36B 
Cyt 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,001 * 
Dunnett’s Test: basal vs BTD 0,343 n.s. 
Dunnett’s Test: basal vs PMA 4,3∙10-7 * 
PM 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,007 * 
Dunnett’s Test: basal vs BTD 0,930 n.s. 




Ein-Stichproben-t-Test 0,795 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,639 n.s. 
TRPC4 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,203 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,737 n.s. 
TRPC6 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,300 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,751 n.s. 
TRPC7 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,572 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,804 n.s. 
TRPA1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,024 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,992 n.s. 
TRPM2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,002 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,799 n.s. 
TRPM3 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,296 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,760 n.s. 
TRPV1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,002 * 




Ein-Stichproben-t-Test 0,612 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,142 n.s. 
TRPC4 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,055 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,577 n.s. 
TRPC6 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,893 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,509 n.s. 
TRPC7 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,970 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,139 n.s. 
TRPA1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,072 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,427 n.s. 
TRPM2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,100 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,726 n.s. 
TRPM3 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,015 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,943 n.s. 
TRPV1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,004 * 




Ein-Stichproben-t-Test 0,400 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,180 n.s. 
TRPC4 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,073 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,750 n.s. 
TRPC6 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,375 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,424 n.s. 
TRPC7 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,390 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,117 n.s. 
TRPA1 4 
Ein-Stichproben-t-Test 0,031 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,663 n.s. 
TRPM2 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,006 * 
Zwei-Stichproben t-Test 0,834 n.s. 
TRPM3 3 
Ein-Stichproben-t-Test 0,121 n.s. 
Zwei-Stichproben t-Test 0,254 n.s. 
TRPV1 4 Ein-Stichproben-t-Test 0,007 * 
A P P E N D I X 
g 
Zwei-Stichproben t-Test 0,679 n.s. 
Abb. 3-39B 
ES 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 6,5∙10-4 * 
Tukey: (1) vs. (2) 6,6∙10-5 * 
Tukey: (2) vs. (3) 9,6∙10-4 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,144 n.s. 
AS 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,027 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,004 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,075 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,200 n.s. 
Abb. 3-39D 
ES 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,004 n.s. 
Tukey: (1) vs. (2) 0,002 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,009 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,593 n.s. 
AS 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,020 * 
Tukey: (1) vs. (2) 1,2∙10-4 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,048 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,005 * 
Abb. 3-40C 
ES 4-8 
ANOVA mit wiederholten Messungen 1 1,6∙10-4 * 
Tukey: (1) vs. (2) 1,8∙10-4 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,029 * 
Tukey: (2) vs. (4) 0,002 * 
AS 4-8 
ANOVA mit wiederholten Messungen 1 4,4∙10-4 * 
Tukey: (1) vs. (2) 6,7∙10-4 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,127 n.s. 
Tukey: (2) vs. (4) 0,002 * 
Abb. 3-40E 
ES 5 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,040 * 
Tukey: (1) vs. (2) 0,002 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,002 * 
Tukey: (1) vs. (3) 0,991 n.s. 
AS 5 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,155 n.s. 
Tukey: (1) vs. (2) 0,070 n.s. 
Tukey: (2) vs. (3) 0,106 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,958 n.s. 
Abb. 3-40G 
ES 5 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,068 n.s. 
Tukey: (1) vs. (2) 0,013 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,067 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,530 n.s. 
AS 6 
ANOVA mit wiederholten Messungen 0,185 n.s. 
Tukey: (1) vs. (2) 0,025 * 
Tukey: (2) vs. (3) 0,997 n.s. 
Tukey: (1) vs. (3) 0,022 * 
1 Aufgrund zahlreicher anzustellender Vergleiche wurden nur die relevanten 
dargestellt. 
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6.2 Datenbankauszüge 
Hier befinden sich die Auszüge aus den mRNA und Proteindatenbanken, nach 






Gene ID: 7224 
 
Zelllinie   Expression (FPKM)   Abundanz   
A-431 0.00 Not detected 
A-549 0.00 Not detected 
AN3-CA 0.00 Not detected 
BEWO 0.00 Not detected 
CACO-2 0.00 Not detected 
CAPAN-2 0.00 Not detected 
EFO-21 0.00 Not detected 
HaCaT 0.00 Not detected 
HDLM-2 0.00 Not detected 
HEK 293 0.00 Not detected 
HEL 0.00 Not detected 
HeLa 0.00 Not detected 
Hep-G2 0.00 Not detected 
HL-60 0.00 Not detected 
HMC-1 0.00 Not detected 
K-562 0.00 Not detected 
Karpas-707 0.00 Not detected 
A P P E N D I X 
i 
Zelllinie   Expression (FPKM)   Abundanz   
MCF-7 0.00 Not detected 
MOLT-4 0.00 Not detected 
NB-4 0.00 Not detected 
NTERA-2 1.20 Low 
PC-3 0.00 Not detected 
REH 0.00 Not detected 
RH-30 0.00 Not detected 
RPMI-8226 0.00 Not detected 
RT-4 0.00 Not detected 
SCLC-21H 0.20 Not detected 
SH-SY5Y 0.00 Not detected 
SiHa 0.00 Not detected 
SK-BR-3 0.00 Not detected 
SK-MEL-30 0.00 Not detected 
THP-1 0.00 Not detected 
TIME 0.00 Not detected 
U-138 MG 0.00 Not detected 
U-2 OS 0.00 Not detected 
U-2197 0.00 Not detected 
U-251 MG 0.00 Not detected 
U-266/70 0.00 Not detected 
U-266/84 0.00 Not detected 
U-698 0.00 Not detected 
U-87 MG 0.00 Not detected 
U-937 0.00 Not detected 
WM-115 0.00 Not detected 
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6.3 Vergleich der Aminosäuresequenzen von TRPC5 und TRPC4 
Hier sind die Aminosäuresequenzen eines TRPC4-Kanals und zweier TRPC5-
Kanäle dargestellt. Die Sequenzen entstammen den Datenbanken des National 
Center for Biotechnology Information (Bethesda, MD, USA; kurz: NCBI). Verglichen 
wurden die Sequenz des TRPC4-Kanals aus der Maus Mus musculus (mTRPC4β, 
Referenz: NP_001240611.1), sowie die Sequenzen des TRPC5-Kanals der Maus Mus 
musculus (mTRPC5, NP_033454.1) und des Menschen Homo sapiens (hTRPC5; 
NP_036603.1). Mit Hilfe der Webbrowser-basierten Software Clustal Omega des 
European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI, Hinxton, Großbritannien) wurden die 
Sequenzen aneinander ausgerichtet (zur Methode siehe: Goujon et al. 2010; Sievers 
et al. 2011).  
Jeder Linie ist dabei die Sequenz des eingangs genannten Kanals fortlaufend 
anhand der angegebenen Nummerierung zugeordnet und in Zehnerblöcken zu 50 
Aminosäuren je Zeile gruppiert. Die Sequenz beginnt mit dem N-Terminus. Die 
Buchstaben entsprechen dem Einbuchstabencode für Aminosäuren. Lücken in der 
Sequenz sind mit „ − “ gekennzeichnet. Unter den Sequenzen geben Symbole die 
Ähnlichkeit der Sequenzen an: Ein „ * “ markiert Übereinstimmung in der Sequenz, „ : “ 
bedeutet einen Wert > 0,5 und „ . “ einen Wert ≤ 0,5 in der PAM250-Skala. PAM250 
(Point Accepted Mutation Matrix) ist ein Maß für die Konservierung der Eigenschaften 
der Aminosäuren. Beispielsweise ergibt die Substitution einer sauren mit einer 
anderen sauren Aminosäure (DE) einen hohen PAM250 Wert, die Substition einer 
polaren mit einer unpolaren Aminosäure (CA) hingegen einen niedrigen PAM250. 
Die vermeintlichen Transmembransegmente (TM) sind hellgrau unterlegt. Ihre Lage 
wurde von der universal protein database (UniProt) aus Hydrophobizitätsplots 
geschätzt. Das extrazelluläre Segment zwischen TM5 und TM6 bildet als rekurrente 
Schleife in der Summe aller Tetramere die Kanalpore und ist dunkelgrau unterlegt. 
Ebenfalls hervorgehoben sind die Bindestellen für Calmodulin und den IP3-Rezeptor 
(CIRB, Tang et al. 2001), die zweite Calmodulin-Bindestelle (CaMB II, Ordaz et al. 
2005) und die Bindestelle des Regulatorproteins des Na+/H+ Antiporter 3 (NHERF, 
Tang et al. 2000). Die Sequenzähnlichkeit der Kanäle ist hoch. Die 
Aminosäuresequenz von mTRPC4 und mTRPC5 ist zu 79,2% identisch. Die 
Unterschiede sind über die gesamte Sequenz verteilt, im C-Terminus jedoch am 
größten. Zwischen den beiden TRPC5-Orthologen ist die Sequenz zu 96,7% identisch. 
Abgesehen von zwei unterschiedlichen Aminosäuren nahe des N-Terminus, ist die 
gesamte Sequenz bis weit hinter TM6 identisch. Unterschiede in der Sequenz des 
humanen von der des murinen TRPC5 sind fett hervorgehoben. 
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Aminosäuresequenzen von TRPC4 und TRPC5 
 
mTRPC4β    1 MAQFYYKRNV NAPYRDRIPL RIVRAESELS PSEKAYLNAV EKGDYASVKK  50 
mTRPC5     1 MAQLYYKKVN YSPYRDRIPL QIVRAETELS AEEKAFLSAV EKGDYATVKQ  50 
hTRPC5     1 MAQLYYKKVN YSPYRDRIPL QIVRAETELS AEEKAFLNAV EKGDYATVKQ  50 
             ***:***:    :******** :*****:***  .***:*.** ******:**:  
 
mTRPC4β   51 SLEEAEIYFK ININCIDPLG RTALLIAIEN ENLELIELLL SFNVYVGDAL 100 
mTRPC5    51 ALQEAEIYYN VNINCMDPLG RSALLIAIEN ENLEIMELLL NHSVYVGDAL 100 
hTRPC5    51 ALQEAEIYYN VNINCMDPLG RSALLIAIEN ENLEIMELLL NHSVYVGDAL 100 
             :*:*****:: :****:**** *:******** ****::**** ...*******  
 
mTRPC4β  101 LHAIRKEVVG AVELLLNHKK PSGEKQVPPI LLDKQFSEFT PDITPIILAA 150 
mTRPC5   101 LYAIRKEVVG AVELLLSYRK PSGEKQVPTL MMDTQFSEFT PDITPIMLAA 150 
hTRPC5   101 LYAIRKEVVG AVELLLSYRR PSGEKQVPTL MMDTQFSEFT PDITPIMLAA 150 
             *:******** ******.::: ******** : ::*.****** ******:*** 
 
mTRPC4β  151 HTNNYEIIKL LVQKGVSVPR PHEVRCNCVE CVSSSDVDSL RHSRSRLNIY 200 
mTRPC5   151 HTNNYEIIKL LVQKRVTIPR PHQIRCNCVE CVSSSEVDSL RHSRSRLNIY 200 
hTRPC5   151 HTNNYEIIKL LVQKRVTIPR PHQIRCNCVE CVSSSEVDSL RHSRSRLNIY 200 
             ********** **** *::** **::****** *****:**** **********  
 
mTRPC4β  201 KALASPSLIA LSSEDPFLTA FQLSWELQEL SKVENEFKSE YEELSRQCKQ 250 
mTRPC5   201 KALASPSLIA LSSEDPILTA FRLGWELKEL SKVENEFKAE YEELSQQCKL 250 
hTRPC5   201 KALASPSLIA LSSEDPILTA FRLGWELKEL SKVENEFKAE YEELSQQCKL 250 
             ********** ******:*** *:*.***:** ********:* *****:***   
 
mTRPC4β  251 FAKDLLDQTR SSRELEIILN YRDDNSL-IE EQSGNDLARL KLAIKYRQKE 299 
mTRPC5   251 FAKDLLDQAR SSRELEIILN HRDDHSEELD PQKYHDLAKL KVAIKYHQKE 300 
hTRPC5   251 FAKDLLDQAR SSRELEIILN HRDDHSEELD PQKYHDLAKL KVAIKYHQKE 300 
             ********:* ********** :***:*  ::  *. :***:* *:****:***  
 
                                              1. TM-Segment 
mTRPC4β  300 FVAQPNCQQL LASRWYDEFP GWRRRHWAVK MVTCFIIGLL FPVFSVCYLI 349 
mTRPC5   301 FVAQPNCQQL LATLWYDGFP GWRRKHWVVK LLTCMTIGFL FPMLSIAYLI 350 
hTRPC5   301 FVAQPNCQQL LATLWYDGFP GWRRKHWVVK LLTCMTIGFL FPMLSIAYLI 350 
             ********** **: *** ** ****:**.** ::**: **:* **::*:.***  
 
                           2. TM-Segment (TRPC4) 
mTRPC4β  350 APKSPLGLFI RKPFIKFICH TASYLTFLFL LLLASQHIDR SDLNRQGPPP 399 
mTRPC5   351 SPRSNLGLFI KKPFIKFICH TASYLTFLFM LLLASQHIVR TDLHVQGPPP 400 
hTRPC5   351 SPRSNLGLFI KKPFIKFICH TASYLTFLFM LLLASQHIVR TDLHVQGPPP 400 
             :*:* ***** :********* *********: ******** * :**: ***** 
 
             2. TM-Segment (TRPC5)                   3. TM-Segment 
mTRPC4β  400 TIVEWMILPW VLGFIWGEIK QMWDGGLQDY IHDWWNLMDF VMNSLYLATI 449 
mTRPC5   401 TVVEWMILPW VLGFIWGEIK EMWDGGFTEY IHDWWNLMDF AMNSLYLATI 450 
hTRPC5   401 TVVEWMILPW VLGFIWGEIK EMWDGGFTEY IHDWWNLMDF AMNSLYLATI 450 
             *:******** ********** :*****: :* ********** .*********  
 
                                   4. TM-Segment 
mTRPC4β  450 SLKIVAFVKY SALNPRESWD MWHPTLVAEA LFAIANIFSS LRLISLFTAN 499 
mTRPC5   451 SLKIVAYVKY NGSRPREEWE MWHPTLIAEA LFAISNILSS LRLISLFTAN 500 
hTRPC5   451 SLKIVAYVKY NGSRPREEWE MWHPTLIAEA LFAISNILSS LRLISLFTAN 500 
             ******:*** .. .***.*: ******:*** ****:**:** **********  
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Aminosäuresequenzen von TRPC4 und TRPC5; Fortsetzung 
 
                          5. TM-Segment          Porenschleife 
mTRPC4β  500 SHLGPLQISL GRMLLDILKF LFIYCLVLLA FANGLNQLYF YYEET---KG 546 
mTRPC5   501 SHLGPLQISL GRMLLDILKF LFIYCLVLLA FANGLNQLYF YYETRAIDEP 550 
hTRPC5   501 SHLGPLQISL GRMLLDILKF LFIYCLVLLA FANGLNQLYF YYETRAIDEP 550 
             ********** ********** ********** ********** ***     :  
 
mTRPC4β  547 LSCKGIRCEK QNNAFSTLFE TLQSLFWSIF GLINLYVTNV KAQHEFTEFV 596 
mTRPC5   551 NNCKGIRCEK QNNAFSTLFE TLQSLFWSVF GLLNLYVTNV KARHEFTEFV 600 
hTRPC5   551 NNCKGIRCEK QNNAFSTLFE TLQSLFWSVF GLLNLYVTNV KARHEFTEFV 600 
              .******** ********** ********:* **:******* **:******* 
 
                6. TM-Segment                        trp-Box 
mTRPC4β  597 GATMFGTYNV ISLVVLLNML IAMMNNSYQL IADHADIEWK FARTKLWMSY 646 
mTRPC5   601 GATMFGTYNV ISLVVLLNML IAMMNNSYQL IADHADIEWK FARTKLWMSY 650 
hTRPC5   601 GATMFGTYNV ISLVVLLNML IAMMNNSYQL IADHADIEWK FARTKLWMSY 650 
             ********** ********** ********** ********** **********  
 
mTRPC4β  647 FEEGGTLPTP FNVIPSPKSL WYLVKWIWTH LCKKKM---R RKPESFGTIG 693 
mTRPC5   651 FDEGGTLPPP FNIIPSPKSF LYLGNWFNNT FCPKRDPDGR RRRHNLRSFT 700 
hTRPC5   651 FDEGGTLPPP FNIIPSPKSF LYLGNWFNNT FCPKRDPDGR RRRRNLRSFT 700 
             *:****** * **:******:  ** :*: .  :* *:    * *: ..: ::  
 
              CIRB SESTD1 
mTRPC4β  694 RRAADNLRRH HQYQEVMRNL VKRYVAAMIR EAKTEEGLTE ENVKELKQDI 743 
mTRPC5   701 ERHADSLIQN QHYQEVIRNL VKRYVAAMIR NSKTNEGLTE ENFKELKQDI 750 
hTRPC5   701 ERNADSLIQN QHYQEVIRNL VKRYVAAMIR NSKTHEGLTE ENFKELKQDI 750 
             .* **.* :: ::****:*** ********** ::**.***** **.*******  
 
mTRPC4β  744 SSFRFEVLGL LRGSKLSTIQ SANAASSADS DEKSQSEEEI TRQQAAGALE 793 
mTRPC5   751 SSFRYEVLDL LGNRKHPRRS LSTS--SADF SQRDDT---- -NDGSGGARA 793 
hTRPC5   751 SSFRYEVLDL LGNRKHPR-S FSTS--STEL SQRDDN---- -NDGSGGARA 792 
             ****:***.* * . *    .  :.:  *::  .::.:.      .: :.**    
 
                                                  CaMB II 
mTRPC4β  794 --RN--IELE SKGLASRGDR SIPGLNEQCV LVD------- ----HRERNT 828 
mTRPC5   794 KSKSVSFNVG CKKKACHGAP LIRTVPRASG AQGKPKSESS SKRSFMGPSF 843 
hTRPC5   793 KSKSVSFNLG CKKKTCHGPP LIRTMPRSSG AQGKSKAESS SKRSFMGPSL 842 
               :.  :: : .*  :.:*    *  : . .    .            .   .   
 
mTRPC4β  829 DTLGLQVGKR VCSTFKSEKV VVEDTVPIIP KE---KHAHE EDSSIDYDLS 875 
mTRPC5   844 KKLGLFFSK- ----FNGQTS E-PTSEPMYT ISDGIAQQHC MWQDIRYSQM 887 
hTRPC5   843 KKLGLLFSK- ----FNGHMS E-PSSEPMYT ISDGIVQQHC MWQDIRYSQM 886 
             ..*** ..*      *:..       : *:    .    : *    ..* *.   
 
mTRPC4β  876 PTDT------ ---------- ---------- ---------- ---------- 879 
mTRPC5   888 EKGKAEACSQ SQMNLGEVEL GEIRGAAARS SECPLACSSS LHCASGICSS 937 
hTRPC5   887 EKGKAEACSQ SEINLSEVEL GEVQGAA-QS SECPLACSSS LHCASSICSS 935 
              ...                                                    
 
                                                   NHERF-PDZ-Domäne 
mTRPC4β  880 ---------- ---------- -------AAH EDYVTTRL              890 
mTRPC5   938 NSKLLDSSED VFETWGEACD LLMHKWGDGQ EEQVTTRL              975 
hTRPC5   936 NSKLLDSSED VFETWGEACD LLMHKWGDGQ EEQVTTRL              973 
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